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resumo 
 
Os sapais encontram-se entre os ecossistemas mais produtivos do mundo, 
suportando um número elevado de espécies vegetais e animais. O mercúrio é 
considerado um dos metais mais tóxicos, em que os seus efeitos adversos têm 
repercussões ao longo da cadeia alimentar de todo o ecossistema.  
A recuperação do mercúrio de lamas e esgotos industriais é obrigatória por lei, 
contudo, a descontaminação de zonas estuarinas e cursos de água que já se
encontram poluídos tem sido negligenciada, dado que as técnicas correntes de
remediação de mercúrio utilizam processos físico-químicos, dispendiosos, 
perturbadores do ambiente e frequentemente ineficazes. Um sistema de
fitorremediação, em que as plantas extraem, sequestram ou desintoxicam o
mercúrio dos sedimentos de sistemas aquáticos poderá ser uma solução mais 
atraente. No entanto, esta técnica encontra-se ainda numa fase inicial de 
desenvolvimento, sendo necessária uma maior investigação sobre os
mecanismos moleculares subjacentes à acumulação de metais de modo a
optimizar os processos inerentes a esta técnica de remediação. 
Neste contexto, o presente trabalho incidiu sobre o estudo do papel que as 
espécies vegetais A. patula, H. portulacoides, J. maritimus e P. australis
possuem na descontaminação de uma área específica do sapal da Ria de
Aveiro, o Esteiro de Estarreja, sujeito a uma elevada contaminação por 
mercúrio. Os principais objectivos deste trabalho incluíram, numa primeira
fase, a análise dos níveis de contaminação dos rizosedimentos das várias
espécies de plantas bem como da sua caracterização físico-química, o que 
permitiu avaliar os níveis de toxicidade experimentados pelas espécies. A
análise da acumulação e distribuição de Hg nos diferentes órgãos das várias
espécies vegetais, bem como a quantificação da biomassa aérea permitiram
determinar o potencial de fitorremediação de cada uma das espécies da 
comunidade do Esteiro de Estarreja. 
O trabalho apresentado engloba também a análise de mecanismos
moleculares responsáveis pela tolerância a Hg nestas espécies, com particular
incidência nos seus efeitos a nível oxidativo através da quantificação de 
espécies reactivas de oxigénio e de danos oxidativos e na subsequente
resposta antioxidante através da quantificação de defesas antioxidantes
enzimáticas. A quantificação dos níveis de tióis (glutationa e fitoquelatinas),
conhecidos mecanismos na sequestração intracelular de metais em plantas,
foi igualmente determinada, tendo sido avaliado o seu contributo na tolerância
a Hg nestas espécies. 
Os resultados obtidos demonstraram que as diferentes espécies apresentaram
diferenças importantes na acumulação e distribuição de Hg. As espécies 
dicotiledóneas A. patula e H. portulacoides apresentaram níveis semelhantes 
de Hg nos seus órgãos e as espécies monocotiledóneas J. maritimus e P. 
australis acumularam mais metal nos seus órgãos subterrâneos. 
Foi igualmente determinada a distribuição de Hg nas diferentes fracções
celulares, uma vez que a partição metálica é fundamental para inferir o grau de
toxicidade que as plantas experienciam e a mobilidade de Hg no sapal. 
 Embora se tenham verificado diferenças importantes na acumulação e 
distribuição de Hg entre as várias espécies estudadas, a estratégia geral que 
adoptaram para lidar com exposições ambientais de Hg foi a imobilização do 
metal na fracção insolúvel, o que sugere que esta estratégia é o principal 
mecanismo de tolerância a Hg nestas espécies. 
A acumulação e distribuição de Hg, em conjunto com o trabalho subsequente,
determinaram a capacidade de fitorremediação das espécies estudadas.
Assim, J. maritimus e P. australis apresentaram-se como as melhores 
candidatas para processos de fitoestabilização e todas as espécies, com
excepção de A. patula, apresentam capacidades semelhantes de 
fitoextracção.  
A avaliação de parâmetros relacionados com o stresse oxidativo permitiu
inferir os níveis de stresse em que cada planta se encontrava. Observou-se 
que todas as espécies apresentaram sintomas de stresse oxidativo associados
à acumulação de Hg. Contudo, A. patula foi a espécie que apresentou níveis 
mais elevados de stresse oxidativo, ao contrário de J. maritimus e P. australis
que se apresentaram com menos danos oxidativos. Estas diferenças entre as
espécies deveram-se, possivelmente, à acção das enzimas antioxidantes. As
dicotiledóneas apresentaram níveis mais baixos de todas as enzimas nas 
folhas, enquanto que as monocotiledóneas apresentaram níveis mais elevados
de SOD e GPx, particularmente nos órgãos subterrãneos. 
A determinação de tióis (glutationa e fitoquelatinas) permitiu estimar a sua 
importância na tolerância ao mercúrio. Os resultados obtidos trouxeram novos 
dados sobre o papel das fitoquelatinas em exposições ambientais a Hg.
Observou-se que em todas as espécies houve síntese de fitoquelatinas, 
tendo-se observado diferenças entre elas. Nas dicotiledóneas e nos órgãos 
aéreos das monocotiledóneas a síntese de PCs foi, de facto, a principal 
resposta à presença de Hg. Contudo, e contrariamente ao que se observa na 
maioria dos trabalhos de laboratório, nas espécies monocotiledóneas, o órgão 
com maior acumulação de mercúrio foi aquele que apresentou menor 
conteúdo em fitoquelatinas, sugerindo que a síntese destes agentes quelantes 
não parece ser o principal mecanismo de tolerância a mercúrio, podendo 
entrar em acção outros mecanismos de tolerância complementares. 
Os resultados obtidos neste trabalho permitiram uma melhor compreensão
sobre as estratégias que estas plantas de sapal utilizaram para lidar com uma
elevada e crónica contaminação ambiental por Hg, mas também criaram novas
perspectivas sobre os seus mecanismos e respostas moleculares à presença 
deste metal no ambiente. Assim, este trabalho poderá ser o ponto de partida 
para o desenvolvimento de competências com capacidade de intervenção na
fitorremediação de áreas de sapal contaminadas, bem como para estudos de 
gestão ambiental e do impacto da contaminação por metais em ecossistemas 
estuarinos. 
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Salt marshes rank among the most productive ecosystems on earth. Among 
heavy metals, mercury is considered one of the most toxic metals and its
effects have repercussions throughout the food chain of the entire ecosystem.
The recovery of mercury from industrial sludge and liquid wastes is now
required by governments, but the cleanup of previously polluted estuarine 
areas and waterways has been neglected. This is due partly to the fact that the
physical and chemical remediation techniques currently used to extract or
immobilize mercury are extremely expensive, environmentally disruptive and 
sometimes ineffective. A phytoremediation system, in which plants extract,
sequester and/or detoxify mercury pollutants, may be a more attractive
solution. However, this technique is still in a developmental stage and requires
further research on the molecular mechanisms underlying the accumulation of
metals in order to optimize the processes inherent to this remediation
technique. 
Under this context, the present work focused on the study of the role that the 
salt marsh species A. patula, H. portulacoides, J. maritimus and P. australis
have on the decontamination of a specific salt marsh area of the Ria de Aveiro, 
the Estarreja Channel, subject to a high mercury contamination. Thus, the main
objectives of this work included, first, the analysis of the contamination levels in 
the species rhizosediments and their physic-chemical characterization, which 
allowed inferring the toxicity levels experienced by organisms colonizing these
sediments ad their role in metal availability. The accumulation and distribution 
of Hg in the several plants as well as the aerial biomass quantification
determined the phytoremediation potential of each species colonizing the
Estarreja channel. The work presented also includes the analysis of molecular
mechanisms responsible for plant Hg tolerance, with particular focus on the
oxidative stress effects, through the quantification of reactive oxygen species
and oxidative damage and on the subsequent antioxidant response through the
quantification of enzymatic antioxidant defences. The levels of thiols 
(glutathione and phytochelatins), known mechanisms in intracellular
sequestration of metals in plants, was also determined and its contribution to
the Hg tolerance in these species was assessed. 
The results showed that the several species presented significant differences in 
Hg accumulation and distribution. The dicotyledons A. patula and H. 
portulacoides revealed similar Hg levels in all their organs and 
monocotyledonous J. maritimus and P. australis accumulated more metal in 
their belowground organs. It was also determined the distribution of Hg in
different cell fractions, since the metal partition is essential to infer the degree
of toxicity that plants experience and to assess the Hg mobility in the salt marsh
system. Although there were important differences in the accumulation and
distribution of Hg between the studied species, the overall strategy they have 
adopted to deal with Hg environmental exposure was the metal immobilization
in cell walls, suggesting that this strategy is the main Hg tolerance mechanism 
in these species. 
 The Hg accumulation and distribution, together with the subsequent work,
determined the phytoremediation capacity of these species. Thus, J. maritimus
and P. australis presented itself as the best candidates for Hg phytostabilization 
and with A. patula exception, all species presented similar phytoextraction
capabilities. 
The evaluation of parameters related to oxidative stress allowed to infer the
levels of stress that each plant experienced. It was observed that all species
showed oxidative stress symptoms associated with Hg accumulation. However,
A. patula was the species with higher oxidative stress levels, unlike J.
maritimus and P. australis that had less oxidative damage. These differences
between species are due to the action of antioxidant enzymes. The
dicotyledons showed lower levels of enzyme activities in the leaves, while the
monocots had higher levels of SOD and GPx, particularly in the belowground
organs. 
The thiol quantification (glutathione and phytochelatins) allowed to estimate its
importance in the plants Hg tolerance. The results have brought new data on
the role of phytochelatin in Hg environmental exposures. It was noticed that PC
synthesis occurred in all species, however important differences were observed
between them. In dicotyledons and in aerial organs of monocots the synthesis
of PCs was, in fact, the main response to the Hg accumulation. However, in
opposition to most laboratory works, in the monocots, the organs with higher
Hg accumulation were the ones that showed a lower phytochelatin content,
suggesting that the synthesis of these chelating agents is not the main
mechanism behind Hg tolerance, and that other complementary tolerance
mechanisms may come to action. 
The results obtained in this work provided a better understanding of the
strategies used by salt marsh plants to cope with a strong and chronic
environmental Hg contamination, but also created new perspectives on their
molecular mechanisms and responses to the presence of metal in the 
environment. Thus, this work may be the starting point for the development of
skills with intervention capacity in the phytoremediation of salt marsh
contaminated areas as well as for environmental management studies and
impact of metal disposal in estuarine ecosystems. 
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Capítulo I 
 
 
 
Introdução 
 
 
1.1 Sapal e contaminação por mercúrio 
 
 Os sistemas estuarinos são zonas de transição entre os rios e o mar. Estes 
ecossistemas providenciam condições únicas para o desenvolvimento de vários organismos 
a nível de habitat, alimentação e reprodução (Adam, 1990; Williams et al., l994a). Um dos 
mais importantes ecossistemas que integra os sistemas estuarinos é o sapal. Os sapais são 
regiões dinâmicas localizadas em ambientes costeiros com elevada importância económica 
e ambiental. Além de representarem importantes fontes de nutrientes das quais dependem 
as actividades de pesca costeira, desempenham igualmente um papel preponderante na 
preservação da costa, auxílio no controlo da inundação, actuando contra os efeitos nefastos 
da erosão (Allen e Pie, 1992; Williams et al., l994a). Em Portugal a maioria dos sapais está 
sujeita à acção regular das marés que os inundam periodicamente, o que promove a criação 
de ambientes instáveis, com elevadas variações de salinidade e temperatura semi-diurnas e 
sazonais (Caçador et al., 2000). 
As condições físico-químicas dos sapais são adversas relativamente à nutrição, 
crescimento e reprodução da maioria das plantas vasculares, limitando assim o número das 
espécies capazes de suportar estas condições ambientais. Com efeito, os sapais são 
colonizados por um reduzido número de espécies, pertencentes a poucos géneros, 
cosmopolitas, com características fisiológicas, morfológicas e ecológicas bem adaptadas ao 
habitat peculiar em que se desenvolvem (Adam, 1990). A maioria das plantas são 
classificadas como halófitas obrigatórias e halófitas facultativas, variando na sua 
capacidade para tolerar as elevadas concentrações salinas dos sedimentos (Alongi, 1997). 
A frequência e duração do período de submersão, bem como a salinidade são factores 
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determinantes na composição florística das comunidades que vivem nas zonas entre-marés. 
Estas espécies possuem características que lhes permitem sobreviver nestas condições 
adversas, nomeadamente redução da área foliar, aumento da suculência das folhas e caules, 
bem como da massa radicular, protecção dos órgãos aéreos por uma cutícula espessa, 
presença de glândulas secretoras de sais e acumuladoras de iões nas folhas e presença de 
aerênquimas (Rozema et al., 1985).  
Tipicamente, nos sapais distinguem-se três zonas distintas que são colonizadas por 
plantas vasculares: 1) zona pioneira ou baixo sapal – onde se encontram espécies como 
Spartina maritima e Salicornia nitens. 2) sapal intermédio - esta zona é normalmente 
colonizada por Halimione portulacoides, Arthrocnemum fruticosum, Arthrocnemum 
perenne, Aster tripolium, Puccinella maritima e Triglochin maritima e 3) zona alta do 
sapal - onde se enconram habitualmente Atriplex halimus, Arthrocnemum glaucum, Inula 
chritmoides, Suaeda vera, Juncus spp. e Festuca rubra (Adam, 1990; Cooper, 1982). 
Os sapais funcionam frequentemente como receptores directos dos desperdícios 
industriais e municipais e também de compostos agrícolas, originando um aumento das 
concentrações de metais nos sedimentos. Deste modo, os seus sedimentos são considerados 
um reservatório de metais introduzidos antropogenicamente no ambiente (Beeftink et al., 
1982; Chenhall et al., 1992; Doyle e Otte, 1997; Goldberg et al., 1977; Guerzoni et al., 
1984; Hart, 1992; Kuhlmeier et al., 1991; Lindau et al., 1982; McCaffrey et al., 1980; 
Williams et al., l994a). Ao actuar como um reservatório de metais pesados, estes sistemas 
reduzem a contaminação de ecossistemas circundantes (Jacob e Otte, 2003). No entanto, o 
aumento dos níveis de poluentes pode alterar a sua capacidade de incorporar desperdícios, 
transformando estes ambientes numa fonte de toxicidade. 
Entre os metais pesados, o mercúrio (Hg) é considerado um dos metais pesados 
mais tóxicos, uma vez que todas as suas formas químicas apresentam um elevado grau de 
toxicidade para o biota. Este metal pode encontrar-se em três formas distintas, que variam 
na sua solubilidade e reactividade (Clarkson, 2002) sendo, no entanto, todas elas tóxicas. 
Nos ecossistemas aquáticos este metal pode ocorrer na forma elementar (Hg0), de iões 
Hg2+ e Hg+, ou ainda como metilmercúrio (MeHg) (Mason e Fitzgerald, 1993).  
Uma vez introduzido nos ambientes de sapal, o mercúrio é alvo de vários tipos de 
transformações que estão na base das diferentes formas anteriormente descritas, levando a 
diferentes graus de contaminação. Um dos problemas associados à presença de mercúrio 
___________________________________________________________________ I. Introdução 
 
 16
em sedimentos de sapal, é o facto das suas espécies inorgânicas não reactivas poderem ser 
metiladas através de processos bacterianos, levando à formação de espécies 
organomercúricas, mais tóxicas e que podem ser mobilizadas e entrarem em processos de 
bioacumulação (Richardson, 1997; Williams et al., 1994a). Nos sapais, a disponibilidade 
do mercúrio para as plantas está dependente de diversos factores, nomeadamente de 
características físico-químicas dos sedimentos e também de características inerentes às 
próprias plantas (Crowder 1991; Marins et al., 1997; Williams et al., 1994a).  
 
1.2 Resposta das plantas a mercúrio 
 
Vários tabalhos demonstraram que as plantas de sapal têm a capacidade de 
acumular mercúrio (Burke et al., 2000; Capiomont et al., 2000; Newell et al., 1982; Rahn 
1973; Válega et al., 2008; Windham et al., 2003). Embora se verifique na literatura uma 
escassez de informação sobre mecanismos de tolerância a este metal em plantas, os 
mecanismos globais de tolerância a metais  permitem classificar as plantas em diferentes 
tipos. Segundo Baker (1981) as plantas desenvolveram três estratégias básicas para crescer 
em locais contaminados: (1) Plantas excluidoras de metal - estas plantas impedem 
eficazmente a acumulação de metais, especialmente nas suas partes aéreas, sob uma larga 
escala de concentrações de metal no solo; (2) Plantas indicadoras de metal - estas plantas 
acumulam metais nos seus tecidos como reflexo dos níveis de metal existentes no solo; (3) 
Plantas acumuladoras de metal - estas espécies de plantas (hiperacumuladoras) podem 
concentrar metais nos seus tecidos em níveis muito superiores aos que existem no solo 
(Figura I-1). 
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Figura I-1: Tipos de absorção metálica nas plantas e a sua relação com a concentração externa de 
metal (adaptado de Prasad e Hagemeyer, 1999).  
 
Os trabalhos efectuados nas últimas décadas têm vindo a demonstrar que esta 
capacidade de tolerância à presença de metais, sem aparente toxicidade, é fruto de 
complexos mecanismos que as plantas desenvolveram e que lhes tem garantido a 
sobrevivência em locais mais adversos (Lasat, 2002). Existem diversos mecanismos que 
podem contribuir para a tolerância dos metais nas plantas, dependendo do tipo de metal e 
das espécies vegetais. Estes mecanismos de defesa podem dividir-se em 2 tipos: 
mecanismos de restrição metálica e mecanismos intracelulares de tolerância. 
 
1.2.1 Mecanismos de restrição metálica 
 
A restrição de metais é o mecanismo mais comum de adaptação das plantas à sua 
toxicidade e assenta em diferentes graus de redução da absorção do metal: 1) por secreção 
de agentes quelantes ou 2) ao nível da membrana plasmática, por deposição do metal nos 
componentes da parede celular (Meharg, 1994). A distribuição subcelular dos metais 
pesados num dado órgão é um factor importante na avaliação da toxicidade na planta. 
Assim, uma acumulação elevada de metais nas paredes celulares funciona como uma 
barreira de protecção, reduzindo a sua concentração no citoplasma (Zornoza et al., 2002). 
Alguns autores verificaram que os metais podem ser retidos por carbohidratos 
extracelulares (Wagner, 1993) ou por grupos pécticos da parede celular (Leita et al., 1996), 
formando complexos muito estáveis.  
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 A retenção do metal nas raízes é uma estratégia sobejamente conhecida que as 
plantas possuem, conferindo protecção aos órgãos fotossintéticos contra os efeitos nocivos 
dos metais (Lozano-Rodríguez et al., 1995).  
No entanto, a maioria dos estudos demonstra que as plantas quando expostas a 
mercúrio tendem a comportar-se como excluidoras, acumulando nos seus órgãos 
concentrações de metal inferiores às encontradas nos sedimentos (Glimour e Miller, 1973; 
Godbold e Hüttermann,1988; Lindberg et al., 1979; Lodenius, 1995; Windham et al., 
2003).  
 
1.2.2 Mecanismos intracelulares de tolerância  
 
1.2.2.1 Indução do sistema antioxidante 
 
Os metais, quando presentes nas células, podem induzir stresse oxidativo através de 
um aumento na produção de espécies reactivas de oxigénio (ROS). Uma vez formados, os 
ROS necessitam de ser eliminados de modo a minimizar eventuais danos celulares (Moller, 
2001). A principal linha de defesa contra o stresse oxidativo induzido por metais é o 
sistema antioxidante. Assim, a nível celular existem respostas antioxidantes não 
enzimáticas constituidas por ascorbato, glutationa (GSH), flavonóides, carotenóides, entre 
outras. A oxidação de GSH por ROS produz glutationa oxidada (GSSG) e a oxidação do 
ascorbato produz monodihidroascorbato (MDHA) e dihidroascorbato (DHA). 
Além das respostas antioxidantes não enzimáticas, existem igualmente respostas 
enzimáticas que incluem enzimas tais como a superóxido dismutase (SOD), a catalase 
(CAT), a glutationa peroxidase (GPx), a ascorbato peroxidase (APX) e a glutationa 
redutase (GR) entre outras. Assim, compostos e enzimas antioxidantes actuam no sentido 
de interromper cascatas de oxidação descontroladas (Noctor e Foyer, 1998).  
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1.2.2.2 Indução de compostos quelantes do metal 
 
A sequestração intracelular de metais é um mecanismo eficaz de minimizar os seus 
efeitos tóxicos nas plantas. Existem vários agentes quelantes de metais, nomedamente 
ácidos orgânicos, metalotioninas, fitinas e aminoácidos (Rauser, 1999). Apesar destes 
compostos serem associados a outros metais, existe pouca informação sobre a acção destes 
mecanismos na resposta a mercúrio. No entanto, alguns trabalhos mostraram que o 
mercúrio pode induzir a produção de péptidos específicos, denominados fitoquelatinas 
(Gupta et al., 1998; Maitani et al., 1996).  
As fitoquelatinas (PCs) formam uma família de péptidos que consiste em repetições 
do dipéptido γ-Glu-Cis seguidos por uma glicina terminal, em que a estrutura básica é (γ-
Glu-Cis)nGli [(PC)n], onde “n” varia geralmente entre dois e onze. Estes péptidos são 
sintetizados enzimaticamente a partir da glutationa (GSH) em resposta a vários metais 
(Rauser, 1990) e constituem o mecanismo de tolerância a metais mais conhecido nas 
plantas. As fitoquelatinas são rapidamente induzidas, sequestrando e inactivando os iões 
metálicos que entram no citosol antes que estas possam inactivar enzimas de vias 
metabólicas essenciais.  
 
1.3 Fitorremediação – Uma nova abordagem para 
remediação de locais contaminados 
 
A presença dos mecanismos anteriormente descritos permite às plantas tolerar e 
acumular concentrações elevadas de metais. Estas características permitem a introdução de 
uma nova abordagem de descontaminação de solos – a fitorremediação. 
Os métodos comuns usados para eliminar os agentes contaminantes de ambientes 
poluídos são tratamentos químicos com agentes quelantes, enterro profundo ou remoção do 
local. Estas metodologias são pouco práticas uma vez que são extremamente dispendiosas, 
ambientalmente perturbadoras e por vezes ineficazes. Um sistema de fitorremediação, em 
que as plantas absorvem, extraem e/ou sequestram o mercúrio diminuindo a contaminação 
de um local (Raskin, 1996), é uma solução bastante mais atractiva. Além de ser 
economicamente mais viável, a fitorremediação oferece uma alternativa promissora uma 
vez que as plantas dominam naturalmente a maioria dos ecossistemas, usam a energia 
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solar, têm reservatórios com grande poder redutor, possuem extensos sistemas radiculares 
capazes de extrair uma variedade de iões metálicos e podem estabilizar e reabilitar 
ambientes danificados (Meagher, 1998). 
Nos últimos anos observou-se um crescente interesse nas plantas que acumulam 
concentrações extremamente elevadas de metais nos seus tecidos e a sua investigação tem 
aumentado a sua potencial aplicação como agentes remediadores. O incentivo para a 
fitorremediação de mercúrio foi despoletado pelas recentes descobertas que mostram a 
produção de péptidos específicos por parte de algumas plantas, fitoquelatinas, que ligam e 
desintoxicam os tecidos de metais perigosos (Memon et al., 2001). Actualmente, existem 
estudos científicos sobre o possível aumento da remoção de metais pelas plantas como 
resultado do aumento da síntese de fitoquelatinas (Memon et al., 2001).  
Como qualquer método de remediação ambiental, a fitoremediação tem algumas 
limitações, podendo ser morosa e ainda assim o local poderá não ficar completamente 
descontaminado (USEPA, 2000). 
 
1.3.1 Tipos de Fitorremediação 
 
A fitorremediação de metais é uma tecnologia emergente e quatro tipos desta 
tecnologia têm sido explorados (Pilon-Smits et al., 2000): (1) Fitoextracção, em que as 
plantas acumuladoras de metais são usadas para absorver e concentrar os metais do solo 
nas partes aéreas. A biomassa colhida da planta resultante do processo do fitoextracção 
pode ser classificado como um desperdício perigoso, requerendo consequentemente a 
manipulação e a eliminação apropriadas (Kumar et al., 1995); (2) Rizofiltração, em que as 
raízes das plantas absorvem e concentram metais tóxicos de efluentes contaminados 
(Dushenkov et al., 1995). (3) Fitoestabilização, em que as plantas tolerantes aos metais são 
usadas para reduzir a mobilidade dos mesmos, diminuindo desse modo o risco de uma 
maior degradação ambiental quer pela dispersão dos metais quer pela sua disseminação 
atmosférica (Kumar et al., 1995). (4) Biorremediação sinergística, em que as raízes da 
planta conjuntamente com microrganismos da rizosfera são usadas para descontaminação 
de solos contaminados com poluentes orgânicos (Walton et al., 1992). 
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1.3.2 Fitorremediação de mercúrio em zonas de sapal 
 
Muitos estudos demostraram que as raízes das espécies vegetais acumulam 
mercúrio quando crescem em solos contaminados com este metal (Coquery et al., 1994; 
Lenka et al., 1992; Ribeyre et al., 1994). Bizily et al. (1999) propôs um sistema de 
fitorremediação que efectuasse a eventual remoção do material vegetal que acumulou 
níveis elevados de mercúrio inorgânico. Algumas vantagens desta abordagem são a 
capacidade de imobilizar o mercúrio sem este inteferir com o meio ambiente e a 
oportunidade de o reciclar, extraindo-o das plantas colhidas.  
A criação de estratégias de gestão que permitam sustentar a integridade biótica dos 
estuários é uma questão ambiental importante. Devido às características particulares dos 
sapais que dificultam a introdução de espécies não autóctones, as espécies de plantas 
identificadas como componentes fundamentais deste ecossistema surgem então como os 
candidatas perfeitas para o desenvolvimento de técnicas da remediação. A ligação entre a 
auto-remediação destas áreas e estas plantas pode permitir sustentar a integridade biótica 
de todo o sistema (Caçador et al., 1996; Caçador et al., 2000; Orson et al., 1992; Williams 
et al., 1994a).  
Como já referido, as espécies colonizadoras de sapais pertencem a um grupo 
reduzido com características fisiológicas e morfológicas específicas que lhes permite 
sobreviver nestes ambientes particularmente adversos (Ernst, 1990). Foi já relatado que 
algumas espécies de sapal são capazes de reter partículas em suspensão da água e de as 
imobilizar nos sedimentos junto aos seus sistemas radiculares (Raskin, 1996). Outras 
espécies são ainda capazes de absorver grandes quantidades de contaminantes que são 
acumulados nas raízes ou translocados para as partes aéreas, promovendo a 
descontaminação dos sedimentos. Algumas espécies, tais como Spartina alterniflora ou 
Phragmites australis, foram descritas como hiperacumuladoras de metais (Windham et al., 
2003); no entanto, o seu papel como potenciais biorremediadoras de sapal está pouco 
explorado.  
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1.4 Objectivos gerais do trabalho 
 
A fitorremediação pode ser uma solução atractiva para a descontaminação, mas 
encontra-se ainda numa fase inicial de desenvolvimento, sendo necessária mais pesquisa de 
modo a aumentar o conhecimento sobre esta técnica e e a sua aplicação de forma eficaz em 
diferentes tipos de ecossistemas. Por outro lado, as espécies usadas geralmente em 
processos de fitorremediação, tais como Thlaspi caerulescens e Brassica juncea não 
conseguem sobreviver às condições adversas das zonas de sapal. Assim, a 
descontaminação destes ecossistemas usando espécies de plantas endémicas poderá ser 
uma alternativa a considerar. No entanto, existem poucos estudos que avaliam a 
acumulação e o efeito do Hg em plantas de um modo geral, e em particular, em plantas de 
sapal, existindo por isso um conhecimento limitado sobre os mecanismos que estas plantas 
utilizam para tolerar o metal. O estudo dos mecanismos subjacentes à tolerância e 
acumulação dos metais nas plantas pode, em última análise, promover a optimização dos 
processos de fitorremediação. Assim, os objectivos propostos para este trabalho foram: 
 
1. Comparar diferentes espécies de plantas de sapal em termos de acumulação, distribuição 
e compartimentação celular de mercúrio de modo a identificar o seu papel na mobilidade 
do metal no sapal bem como para avaliar o seu potencial de fitoremediação (Cap II).  
 
2. Avaliar os níveis de stresse que as plantas experienciam através da análise de 
mecanismos de resposta antioxidante ao stresse imposto por mercúrio nas plantas e através 
da quantificação de parâmetros relacionados com a presença de stresse oxidativo (ROS e 
danos oxidativos) (Cap III). 
 
3. Estudar os mecanismos de tolerância subjacentes à acumulação do mercúrio por plantas 
de sapal, nomeadamente agentes de complexação metálica (fitoquelatinas) (Cap IV). 
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Capítulo II  
 
 
Acumulação e distribuição de mercúrio em 
plantas de sapal  
  
 
1. Introdução 
 
1.1 Acumulação e disponibilidade de mercúrio nos 
sedimentos 
 
Os sapais são particularmente vulneráveis à contaminação por mercúrio (Horvat et 
al., 1999; Hung e Chmura, 2006). Assim, têm sido efectuados vários estudos sobre a 
ocorrência, concentração e/ou distribuição de mercúrio nos sedimentos, na matéria 
particulada em suspensão e em diferentes organismos (Marins et al., 1997; Pereira et al., 
2008;). 
Existem vários factores que influenciam o grau de biodisponibilidade dos metais 
em sedimentos, tais como a granulometria das partículas, temperatura, reacções químicas 
como a dissolução/precipitação, adsorção-desorpção e especiação metálica (Singh e 
Maclaughin, 1999; Zachara et al., 1992). No entanto, o pH, o potencial redox, a capacidade 
de troca catiónica (CEC), o conteúdo em matéria orgânica e a salinidade são os factores 
com maior influência na biodisponibilidade dos metais nos sedimentos (Jing et al., 2007; 
Williams et al., 1994a). Valores baixos de potencial redox implicam uma maior ligação dos 
metais aos sulfuretos nos sedimentos, ficando assim imobilizados (Greger, 1999). Por 
outro lado, Caçador et al. (1996) e Otte et al. (1993) verificaram que o potencial redox do 
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sedimento entre as raízes era mais elevado do que no sedimento sem raízes, o que pode ser 
devido à libertação de oxigénio por parte destas (Ernst, 1990). Baixos valores de pH 
aumentam a biodisponibilidade dos metais, visto que os iões de hidrogénio possuem uma 
grande afinidade para as cargas negativas dos colóides, competindo com os iões metálicos 
(Greger, 1999). No entanto, os sedimentos de sapal são simultâneamente uma fonte de 
retenção e de libertação de mercúrio (Zillioux et al., 1993). O aumento da mobilidade do 
mercúrio associado à matéria orgânica ocorre quando os sedimentos estão inundados. Este 
facto sugere que o mercúrio mineral e o mercúrio depositado atmosfericamente acumulado 
ao longo do tempo, podem ser remobilizados como resultado de alterações nos sistemas de 
sapal (Zillioux et al., 1993). Exposto isto, em condições de baixo hidrodinamismo como é 
o caso do sapal, quanto mais alcalinos forem os sedimentos e quanto maior for o conteúdo 
em matéria orgânica, mais fortemente estão ligados os metais e o seu tempo de 
permanência nos sedimentos aumenta igualmente (Beeftink et al., 1982; Greger, 1999; 
Otte, 1991). A mobilidade dos metais nos sedimentos também é afectada pela salinidade, 
provocando uma mobilização dos metais (Otte 1991). Porém, a salinidade pode aumentar a 
formação de complexos de cloreto com catiões metálicos (como é o caso do mercúrio, 
cádmio e zinco), diminuindo a disponibilidade dos mesmos (Williams et al., 1994a). No 
entanto, a cinética destas interacções, que ditam a extensão da biodisponibilidade do metal, 
ainda está fracamente compreendida (Singh e McLaughlin, 1999; Zachara et al., 1992), 
especialmente nos sedimentos de sapais.  
A vegetação dos sapais tem um papel importante no aprisionamento do material 
particulado transportado na circulação estuarina e consequentemente dos metais que lhe 
estão associados (Chenhall et al., 1992). Os sedimentos colonizados por macrófitas 
possuem geralmente concentrações mais elevadas de metais pesados do que os sedimentos 
não colonizados (Caçador et al., 1996; Doyle e Otte, 1997). Tal facto deve-se à presença 
das raízes nos sedimentos, podendo induzir alterações nos ciclos dos metais através do 
transporte de exudados orgânicos, através dos seus tecidos aerenquimatosos para a zona 
radicular, responsáveis pela intensa actividade microbiana na rizosfera (Caçador, 1994; 
Giblin, 1986). Estas características levam à modificação do ambiente sedimentar na zona 
das raízes, facilitando a absorção de nutrientes e, consequentemente, de metais. Em 
particular, ressalta-se o transporte de oxigénio atmosférico da parte aérea das plantas para 
as raízes, que afecta a especiação dos metais nos sedimentos intertidais, podendo resultar 
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numa remobilização dos metais depositados, bem como numa alteração da sua 
biodisponibilidade (Lacerda et al., 1997; Sundby et al., 1998; Vale et al., 1990). 
 
1.2 Absorção, translocação e acumulação de mercúrio nos 
tecidos vegetais 
 
A contaminação por metais das áreas de sapal reflecte-se nas concentrações destes 
elementos nas plantas que as colonizam (Otte, 1991; Rozema et al., 1985). As plantas de 
sapal, de um modo geral, acumulam diferentes quantidades de metais entre as partes aéreas 
e subterrâneas, apresentando uma maior retenção nas raízes (Ernst, 1990; Fitzgerald et al., 
2003; Matheus et al., 2004; Otte, 1991). Uma vez que as espécies vegetais podem diferir 
nas taxas de absorção, translocação e excreção de metais, a dinâmica destes contaminantes 
nos sapais pode ser influenciada pela composição das comunidades vegetais aí presentes 
(Verkleij e Schat, 1989).  
A concentração dos metais nos diversos órgãos das plantas resulta de processos de 
absorção e translocação a partir das raízes (Figura II-1), uma vez que estas acumulam 
grandes quantidades de metais (Singh e McLaughlin, 1999). Uma vez dentro da raiz, os 
iões metálicos chegam ao sistema xilémico via apoplasto e/ou simplasto (Przemeck e 
Haase, 1991; Salt, 1995; Senden et al., 1992, 1994). O processo de translocação dos metais 
do sistema radicular para a parte aérea vegetal é efectuado através de proteínas 
trasportadoras que conduzem os metais do simplasto do parênquima xilémico para os vasos 
xilémicos e traqueídos (Marschner, 1995). Uma vez nos órgãos aéreos, os metais são 
armazenados em compartimentos celulares, onde tenham uma interferência reduzida com 
os processos celulares vitais. 
Foi já descrito que a acumulação de mercúrio em algumas plantas está relacionada 
com a sua concentração no sedimento e com a espécie vegetal em questão (Crowder, 
1991). Alguns estudos revelaram que a absorção do Hg pode ser limitada pelas raízes, 
actuando como uma barreira entre a planta e o metal nos sedimentos (Boening, 2000; Patra 
e Sharma, 2000). Contudo, a absorção do Hg pelas plantas não pode ser totalmente 
relacionada com a concentração nos sedimentos, uma vez que existe igualmente uma troca 
de Hg entre a atmosfera e a vegetação (Lodenius et al., 2003). A deposição de Hg a nível 
foliar ocorre maioritariamente através da deposição gasosa, em que o metal é absorvido 
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pelos estomas, estando directamente relacionada com a transpiração das plantas 
(Marschner, 1995; Martin e Juniper, 1970). Além desta via, também se deve considerar a 
reintrodução do Hg no sistema foliar através da volatilização de Hg0 do solo (Patra e 
Sharma, 2000). Assim, uma vez que diferentes espécies de plantas acumulam diferentes 
quantidades de mercúrio (Kanerva et al., 1988) poder-se-á assumir que cada espécie 
participa com diferentes níveis de translocação e consequentemente com diferentes 
quantidades de mercúrio emitido para a atmosfera. 
 
Figura II-1: Processos de absorção, translocação e acumulação de mercúrio em plantas vasculares 
(adaptado de Yang et al., 2005). 
   
Com o intuito de sobreviverem em sedimentos contaminados com metais, as 
plantas de sapal desenvolveram vários mecanismos que regulam a sua concentração, onde 
se podem destacar os mecanismos de restrição da absorção e restrição do metal para os 
órgãos aéreos. Com excepção das plantas hiperacumuladoras, a maioria das plantas 
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restringe o movimento dos iões metálicos para os órgãos aéreos de modo a prevenir 
concentrações elevadas de metal nestes tecidos (MacFarlane e Burchett, 2000; 
Poschenrieder e Barceló, 2003; Vesk et al., 1999), uma vez que a entrada de metal pode 
induzir stresse (Carbonell et al., 1998), bem como promover a libertação dos metais da 
planta para o ambiente circundante. Outra forma que as plantas possuem de minimizar os 
efeitos nocivos dos metais passa pela imobilização destes nas paredes celulares (Sousa et 
al., 2008; Wang e Gregger, 2004). Uma vez no interior das células vegetais, os metais 
podem ser acumlados em compartimentos celulares como os vacúolos (Carrier et al., 2003) 
ou ligarem-se a moléculas orgânicas, nomeadamente aminoácidos, ácidos orgânicos e 
fitoquelatinas (Hall, 2002; Xiao et al., 2005), impedindo os metais de exercer a sua 
toxicidade. 
O padrão de distribuição de metais entre os vários órgãos pode dar origem a 
importantes consequências ambientais. Os metais que são acumulados nos órgãos aéreos 
podem eventualmente ser excretados pelas folhas (Burke et al., 2000; Weis et al., 2002) ou 
acumulados nos detritos vegetais em decomposição (Windham et al., 2003) voltando ao 
sapal e representando uma potencial fonte de metais para o restante ecossistema (Dorgelo 
et al., 1995; Weis e Weis, 2004). Por outro lado, as plantas que acumulam concentrações 
mais elevadas de metais nos órgãos subterrâneos são mais eficazes na sua estabilização, 
contribuindo assim para uma redução na sua disponibilidade para o ecossistema (Doyle e 
Otte, 1997; Weis e Weis, 2004). Desta forma, as diferenças na distribuição e libertação dos 
metais entre espécies têm implicações na dinâmica e mobilidade dos metais nos sapais, 
enquanto sistemas de fitorremediação (Weis e Weis, 2004). 
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1.3 Objectivos 
 
 A acumulação de mercúrio entre várias espécies de plantas representativas de uma 
determinada área de sapal é fundamental para compreender o seu papel na mobilidade do 
mercúrio no ecossistema, providenciando novas perspectivas sobre a capacidade de 
fitorremediação destes ambientes.  
O papel das plantas de sapal na descontaminação de mercúrio nestes ecossistemas 
bem como a compartimentação do metal nos vários órgãos são uma temática pouco 
explorada até à presente data. Assim, neste capítulo os objectivos são: 
 
• Caracterizar os rizosedimentos do local de amostragem, em termos de 
parâmetros físico-químicos e de concentração de mercúrio 
 
• Avaliar a influência dos parâmetros analisados na disponibilidade do metal 
para as diferentes plantas; 
 
• Analisar as concentrações de mercúrio nos vários órgãos das plantas; 
 
• Analisar a partição do metal entre as fracções celulares nos órgãos das 
várias plantas; 
 
• Explorar as diferenças de absorção, acumulação e translocação do mercúrio 
nas várias plantas; 
 
• Analisar o potencial de fitorremediação de mercúrio das diferentes espécies 
estudadas; 
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2. Material e Métodos 
 
2.1 Caracterização do local de amostragem 
 
A Ria de Aveiro estende-se ao longo da costa oeste da região centro de Portugal 
continental, abrangendo uma área com cerca de 45 km de comprimento, 8,5 km de largura 
máxima (Reis, 1993) e 2 km de largura média, ocupando uma área total de 51152 ha. Os 
sapais apresentam-se na Ria de Aveiro como um forte ecossistema, albergando uma grande 
diversidade de habitats, o que lhes confere uma elevada importância ecológica (Válega, 
2002) (Figura II-1). 
Como principal fonte de contaminação de toda a área envolvente da Ria destaca-se 
o complexo industrial químico de Estarreja. Desde a década de cinquenta até meados da 
década de noventa (Pereira et al., 1998), a Ria de Aveiro, e em particular o Largo do 
Laranjo, foram alvo de descargas directas do efluente de uma unidade produtora de cloro e 
soda cáustica localizada neste complexo, cujo fabrico se baseava na electrólise de salmoura 
recirculada de cloreto de sódio em células electrolíticas com cátodo de mercúrio e ânodo 
de grafite (Hall, 1985). O principal receptor desta contaminação foi o Esteiro de Estarreja, 
escolhido para este trabalho como local de amostragem. O Esteiro de Estarreja é um canal 
com cerca de 4500 m de comprimento e uma largura que varia entre 10 e 30 m. Este canal 
tem início no Cais de Estarreja e termina à entrada do Largo do Laranjo, apresntando uma 
forma em “V”. A profundidade do canal varia entre 1.5 e 2 m, principalmente na parte 
central do Esteiro. As margens são são constituídas por lodos escuros, de granulometria 
geralmente fina e encontram-se colonizadas por várias espécies vegetais. Em situação de 
baixa-mar as margens ficam completamente a descoberto e apenas a parte central mantém 
uma altura de água de 0,5 m (Pereira, 1996). 
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Figura II-1: Enquadramento geral
representa o local de amostragem 
 
Pereira e Duarte (1994) publicaram dados relativos à variabilidade das 
concentrações de mercúrio nos sedimentos e de mercúrio dissolvido na água ou associado 
à matéria suspensa, em cinco locais do Esteiro de Estarreja. As concentrações de mercúrio 
dissolvido na água variavam 
descarga do efluente. A concentração de mercúrio associado à matéria em suspensão na 
água variava entre 31,4 e 328,1 ppm, ocorrendo os maiores valores num local a cerca de 
2000 m do ponto de descarga do efluente industrial. Os sedimentos apresentavam 
concentrações de mercúrio elevadas ao longo de todo 
sendo os valores mais elevado
efluente industrial. No que diz respeito à qualidade do ar, os níveis de mercúrio 
atmosférico em Estarreja eram muito superiores aos que se
estes últimos ser tomados como valores de base (Pio et al., 1986). 
 
2.2. Espécies vegetais usadas
 
As espécies utilizadas neste trabalho foram 
portulacoides (L.) Aellen; 
escolha recaiu sobre estas plantas, uma vez que são caracterís
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Aveiro, existem em abundância no local de amostragem e são bastante diferentes entre si, 
nomeadamente no que concerne ao seu ciclo de vida. Uma breve descrição sobre as 
características mais importantes destas espécies encontra-se na Tabela II-1. 
 
 
  
 Tabela II-1: Descrição das plantas usadas neste trabalho * 
 
* descrição das plantas apresentadas está de acordo com Franco (1971).  
Nome da espécie Esquema Família Género Características gerais 
Atriplex patula L. 
 
Chenopodiaceae Atriplex L. 
Espécie anual 
Floração: Julho a Outubro 
Distribuição: zona centro e sul litoral  
Sapal superior 
Halimione portulacoides (L.) 
Aellen 
 
Chenopodiaceae Halimione L. 
Espécie perene 
Floração: Agosto a Novembro 
Distribuição: locais salinos do litoral  
Sapal médio 
Juncus maritimus L. 
 
Juncaceae Juncus L. 
Espécie vivaz 
Floração: Julho a Outubro 
Distribuição: costa atlântica europeia 
Sapal superior 
Phragmites australis (Cav.) 
Steudel 
 
Poaceae Phragmites Adans. 
Espécie vivaz 
Floração: Julho a Setembro 
Distribuição: todo o território português 
Sapal superior 
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2.3 Colheita de sedimentos e plantas 
 
As amostras de sedimentos e plantas foram recolhidas na Primavera de 2006 
durante a maré baixa numa das margens do Esteiro de Estarreja. Foram recolhidas pelo 
menos três réplicas de cada planta bem como três réplicas de sedimentos na zona da raiz de 
cada planta (rizosedimentos). As amostras de sedimentos e plantas foram colocadas em 
sacos de plástico e imediatamente transportadas para o laboratório.  
 
2.4 Determinação dos parâmetros físico-químicos dos 
sedimentos 
 
2.4.1 Determinação do teor em água 
 
A determinação do teor em água dos sedimentos foi realizada pesando cerca de 5 g 
de sedimento, em cadinhos de porcelana e colocando-os de seguida numa estufa a 120ºC, 
até o peso se manter constante. Os cadinhos foram posteriormente retirados da estufa e 
colocados num exsicador até arrefecerem, tendo sido pesados no final. O teor em água foi 
determinado pela perda de peso a 120ºC e o seu valor expresso em percentagem. 
 
2.4.2 Determinação do teor em matéria orgânica 
 
Para se proceder à determinação do teor de matéria orgânica nos sedimentos 
colocaram-se os cadinhos usados na determinação do teor em água, previamente pesados, 
numa mufla a 500ºC durante 4 horas. Seguidamente, os cadinhos foram retirados da mufla 
e colocados num exsicador até arrefecerem. Depois de arrefecidos, os cadinhos foram 
pesados e o teor de matéria orgânica foi calculado pela perda de peso entre 120ºC e 500ºC 
e expresso em percentagem. 
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2.4.3 Determinação do pH e do potencial redox (Eh) 
  
A determinação do pH e do potencial redox foram efectuados in situ usando um 
aparelho de campo (WTW – pH 3301 meter). O pH foi medido após um curto período de 
estabilização e o potencial redox foi medido após um período de estabilização de 15 
minutos. 
 
2.5 Determinação da biomassa aérea vegetal 
 
A biomassa aérea para cada espécie foi determinada cortando a vegetação ao nível 
do sedimento em três quadrados de 0,23 m x 0,23 m. O material colhido foi transportado 
para o laboratório, lavado com água destilada e seco a 70ºC. A biomassa foi expressa em g 
de peso seco por m2. 
 
2.6 Determinação da concentração de mercúrio total 
 
2.6.1 Concentração de mercúrio total nos sedimentos 
 
Os sedimentos destinados à determinação da concentração de mercúrio foram secos 
a 45ºC e posteriormente desagregados, homogeneizados e passados por um peneiro de 
malha 1 mm de forma a retirar as raízes. 
A técnica usada para a análise de mercúrio total nos sedimentos foi a 
espectrofotometria de absorção atómica com decomposição térmica da amostra (Leco, 
modelo AMA-Advanced Mercury Analyser, 254), que não requer tratamento prévio da 
amostra. As amostras secas e homogeneizadas foram colocadas num recipiente de 
combustão previamente limpo que foi inserido num tubo catalítico de combustão feito em 
quartzo. As amostras foram secas a 120ºC antes da sua combustão a 680-700ºC numa 
atmosfera de oxigénio. O vapor de mercúrio foi recolhido numa amálgama de ouro e após 
um período de espera foi aquecido a 900ºC. O mercúrio libertado foi transportado para 
uma cuvette aquecida (120ºC), onde se procedeu à quantificação do mercúrio. A resposta 
do equipamento foi verificada diariamente através da análise de materiais de referência 
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certificados com matrizes semelhantes às amostras. Os materiais de referência usados para 
os sedimentos foram IEAE-356 (material de referência de sedimentos marinhos 
contaminados proveniente da Agência Internacional de Energia Atómica), PACS 2 e Mess-
3 (materiais de referência de sedimentos marinhos provenientes do Conselho Nacional de 
Investigação do Canadá). Todas as quantificações de mercúrio foram efectuadas em 
triplicado e o coeficiente de variação foi sempre inferior a 10%. Entre amostras foram 
sempre efectuados brancos de modo a evitar possíveis contaminações. A correcção dos 
resultados foi efectuada tendo por base a recuperação obtida para os materiais de 
referência. As taxas de recuperação obtidas encontraram-se entre os 80% e 120%. 
 
2.6.2 Concentração de mercúrio total nas plantas 
 
As plantas foram lavadas com água destilada de modo a remover partículas de 
sedimento aderentes e imediatamente imersas numa solução de 5 mM de CaCl2 durante 5 
minutos (Mewly e Rauser, 1992) para remover o mercúrio adsorvido à superficie da planta. 
As plantas foram divididas nos vários órgãos (folhas, caules, raízes e rizomas) e 
consequentemente pesadas e congeladas a -80ºC. 
Para a quantificação do mercúrio total, porções dos vários órgãos foram secos a 
45ºC e homogeneizados por moagem. A quantificação do mercúrio total foi efectuada 
como descrito para a quantificação do mercúrio total nos sedimentos, usando como 
material de referência o BCR-60 (material de referência de homogeneizados de plantas 
aquáticas proveniente do Gabinete Comunitário de Referência). Todas as quantificações 
foram efectuadas em triplicado. 
 
2.6.3 Concentração de mercúrio nas fracções solúvel e insolúvel nas 
plantas 
  
Para a quantificação do Hg solúvel e insolúvel, as plantas foram divididas nos 
vários órgãos, pesadas e congeladas a -80ºC. O protocolo de extracção descrito por Rauser 
(2000) foi utilizado com ligeiras modificações. As amostras congeladas foram 
homogeneizadas em azoto líquido num almofariz com tampão de homogeneização (100 
mM HEPES pH 8,6; 1 mM PMSF; 0,2% Tween 20 (v/v)) numa razão de 1 g de material 
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vegetal para 1 ml de tampão de homogeneização. O material extraído foi centrifugado a 
50000 g durante 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi recolhido e mantido em gelo. O 
resíduo obtido foi então ressuspendido em tampão de extracção composto por 10 mM 
HEPES pH 8,6; 0,04% Tween 20 (v/v) numa razão de 1 g de material para 1,5 ml de 
tampão de extracção. A amostra foi novamente centrifugada e o sobrenadante resultante foi 
adicionado ao sobrenadante anterior. Os procedimentos de ressuspensão e centrifugação 
foram repetidos mais quatro vezes até se obterem 6 extractos. O resíduo obtido 
corresponde então ao mercúrio fortemente ligado às paredes celulares e membranas dos 
organelos, enquanto que os extractos 1 a 6 correspondem ao mercúrio solúvel, ou seja, ao 
mercúrio citosólico nas plantas. Os extractos foram liofilizados e ressuspendidos em 5 ml 
de 0,2% Tween 20 (v/v). Os sedimentos resultantes foram igualmente liofilizados. Os 
sobrenadantes e os resíduos constituem respectivamente a fracção solúvel (citosólica) e a 
fracção insolúvel (correspondente às paredes e membranas dos organelos celulares). Estas 
fracções foram directamente analisadas por espectrofotometria de absorção atómica com 
decomposição térmica, usando o equipamento referido anteriormente. Os resíduos foram 
analisados como já descrito para a quantificação do mercúrio nos sedimentos e nas plantas. 
Uma vez que a fracção solúvel são amostras líquidas, as condições de operação do 
equipamento são diferentes. Assim, para estas amostras as condições foram as seguintes: 
tempo de secagem: 350–700 s (dependendo do volume de amostra: 500–1000 µl); tempo 
de decomposição: 150 s; tempo de espera: 40 s. Todas as quantificações foram efectuadas 
em duplicado ou triplicado. O material de referência utilizado foi o BCR-60. 
 
2.7 Tratamento estatístico 
 
Para todos as análises efectuadas, o grau de significância estatística dos resultados 
foi determinado com base no teste da ANOVA uni ou bifactorial para valores de 
significância de P< 0,05. O tratamento estatístico foi realizado na totalidade pelo programa 
SigmaStat 3.5. 
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3. Resultados 
 
3.1 Parâmetros físico-químicos dos sedimentos 
 
As propriedades físico-químicas dos rizosedimentos das várias plantas em estudo 
estão apresentadas na Tabela II-2. 
 
Tabela II-2: Parâmetros físico-químicos dos rizosedimentos de A. patula, H. portulacoides, J. 
maritimus e P. australis no Esteiro de Estarreja. Os valores são médias ± desvio padrão de 3 
réplicas.* 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*os valores, na mesma coluna, seguidos da mesma letra não apresentam diferenças significativas entre si (P> 
0,05) 
 
Comparando os valores de pH das diferentes rizosferas, verifica-se que não 
apresentaram diferenças significativas (P> 0,05). É possivel afirmar que o pH de todas as 
rizosferas foi neutro, observando-se o valor máximo de 6,92 e o valor mínimo de 6,76 em 
P. australis e J. maritimus, respectivamente. No que se refere ao potencial redox verifica-
se que os valores foram semelhantes entre si, com excepção do rizosedimento de P. 
australis que exibiu um valor significativamente mais baixo (-121,7 mV) (P< 0,05). 
Analisando o conteúdo em água, é perceptível uma diferença significativa entre os 
sedimentos de J. maritimus e H. portulacoides, relativamente às outras espécies, 
apresentando os valores mais elevados (48,9% e 56,2%, respectivamente) (P<0,05). Em 
Espécies pH 
Potencial redox 
(mV) 
Conteúdo em água 
(%) 
Matéria orgânica 
(%) 
A. patula 6,78 ± 0,06 
a
 139,0 ± 20,8 
a
  28,7 ± 0,2 
a
  7,9 ± 0,5 
a
 
H. portulacoides 6,82 ± 0,24 
a
 147,0 ± 24,1 
a
  56,2 ± 0,3
b
 12,6 ± 0,1 
b
  
J. maritimus 6,76 ± 0,16 
a
 146,0 ± 37,4 
a
  48,9 ± 2,8 
c
 10,3 ± 1,4 
a,b
  
P. australis 6,92 ± 0,12 
a
 -121,7 ± 2,5 
b
  31,2 ± 0,6 
a
  20,0 ± 0,2 
c
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relação ao conteúdo em matéria orgânica verificaram-se diferenças significativas entre as 
espécies (P< 0,05), destacando-se P. australis por apresentar maior percentagem de 
matéria orgânica na sua rizosfera e A. patula por apresentar o valor mais baixo (7,9%).  
 
3.2 Hg nos sedimentos 
 
Na Figura II-3 encontram-se as concentrações de mercúrio presentes nos 
rizosedimentos das várias espécies vegetais em estudo. 
 
Figura II-3: Concentração total de mercúrio (µg g-1 peso seco) nos rizosedimentos colonizados por 
A. patula, H. portulacoides, J. maritimus e P. australis no Esteiro de Estarreja. Os valores são 
médias ± erro padrão de pelo menos 3 réplicas. Letras iguais significam ausência de diferenças 
significativas entre si (P> 0,05) 
 
Verificaram-se diferenças significativas (P< 0,05) nos níveis de mercúrio entre os 
rizosedimentos das várias plantas, com excepção de H. portulacoides e J. maritimus. O 
sedimento de P. australis foi aquele que apresentou valores mais elevados de Hg (100,3 µg 
g-1), sendo o sedimento de A. patula, o que apresentou o valor mais baixo de concentração 
de mercúrio (3,9 µg g-1).  
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3.3 Hg nas plantas 
 
3.3.1 Acumulação de Hg total 
 
As concentrações de Hg total presentes nos vários órgãos das diferentes espécies 
vegetais em estudo encontram-se na Tabela II-3. 
 
 
Tabela II-3: Concentrações de mercúrio total (µg g-1 peso seco) nos diferentes órgãos de A. patula, 
H. portulacoides, J. maritimus e P. australis colhidas no Esteiro de Estarreja. Os valores são 
médias ± erro padrão de pelo menos 3 réplicas. * 
 
 
*os valores, na mesma linha e na mesma coluna, seguidos da mesma letra não apresentam diferenças 
significativas entre si (P> 0,05) 
 
Efectuando uma análise comparativa entre as diferentes plantas, foi possível 
observar diferenças nos níveis de mercúrio acumulado entre as diferentes espécies.  
Comparando os órgãos dentro da mesma espécie, verifica-se que A. patula e H. 
portulacoides não apresentaram diferenças significativas entre os seus órgãos (P> 0,05). 
No entanto, J. maritimus acumulou significativamente mais mercúrio (P< 0,05) nos órgãos 
subterrâneos enquanto que em P. australis foi a raiz que acumulou significativamente mais 
mercúrio (P< 0,05) relativamente aos restantes órgãos.  
No que diz respeito à acumulação de Hg no mesmo órgão entre as diferentes 
espécies, é possível observar que nas folhas foi H. portulacoides que acumulou 
significativamente mais mercúrio (0,902 µg g-1 peso seco) (P< 0,05) e A. patula a que 
Espécies Folha Caule Rizoma Raiz 
A. patula 0,092 ± 0,009 a 0,039 ± 0,009 a   0,061 ± 0,001 a,h  
H. portulacoides 0,902 ± 0,071 b 0,359 ± 0,042 b  0,602 ± 0,203 b,h  
J. maritimus 0,255 ± 0,038 c,g  7,368 ± 0,601 d 4,251 ± 0,886 d  
P. australis 0,188 ± 0,029 e,g   0,521±0,080 e 12,991 ± 2,417 f 
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apresentou valores de mercúrio significativamente mais baixos (0,092 µg g-1 peso seco) 
(P< 0,05). Nos caules, H. portulacoides acumulou níveis significativamente mais elevados 
de Hg (P< 0,05) relativamente a A. patula e nos rizomas foi J. maritimus que apresentou as 
concentrações mais elevadas de Hg em comparação com P. australis (P< 0,05). Por último, 
analisando as raízes, observa-se que P. australis foi a espécie que mais mercúrio acumulou 
(P< 0,05) e A. patula e H. portulacoides apresentaram os níveis mais baixos de Hg (P< 
0,05).  
 
3.3.2 Absorção, acumulação e translocação de Hg 
 
Na Tabela II-4 estão expressos os factores de absorção, acumulação e translocação 
de mercúrio para cada uma das espécies estudadas. 
 
 
Tabela II-4: Factores de absorção, acumulação e translocação de mercúrio em A.patula, H. 
portulacoides, J. maritimus e P.australis colhidas no Esteiro de Estarreja. Factor de absorção: 
razão da concentração de Hg entre raiz e sedimento (R/sed). Factor de acumulação: razão da 
concentração de Hg entre parte aérea e sedimento (PA/sed); entre parte subterrânea e sedimento 
(PS/sed). Factor de translocação: razão da concentração de Hg entre folha e raiz (F/R); entre caule 
e raiz (C/R); entre rizoma e raiz (Rz/R); entre parte aérea e raiz (PA/R) e entre parte aérea e parte 
subterrânea (PA/PS). * 
 
F. absorção F. acumulação F. translocação 
Espécies R/sed   PA/sed PS/sed   F/R C/R Rz/R PA/R   PA/PS 
A. patula 0,022
a
 0,0165
a
 0,0218
a
 1,514
a
 0,647
a
 1,045
a
 1,045
a
 
H. portulacoides    0,009
a,b
 0,0083
b
 0,0088
a
 2,260
a
 0,900
a
 1,430
a
 1,430
a
 
J. maritimus    0,064
a,c
 0,0039
c
 0,1049
b
 0,060
b
 1,733
a
 0,060
b
 0,037
b
 
P. australis 0,130
c
 0,0019
c
 0,0151
a
 0,018
b
 0,051
b
 0,018
b
 0,133
b
 
                        
*os valores, na mesma coluna, seguidos da mesma letra não apresentam diferenças significativas entre si (P> 
0,05) 
 
O factor de absorção representa a razão entre a concentração de mercúrio total na 
raiz (R) e no rizosedimento (sed). O factor de acumulação reflecte a razão entre a 
concentração de mercúrio nas porções aérea (PA) e subterrânea (PS) de cada planta e no 
rizosedimento. O factor de translocação representa a razão entre a concentração de Hg nos 
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diferentes órgãos (folha, caule e rizoma) e a concentração de Hg na raiz e também a razão 
entre a concentração de Hg nas porções aérea (PA) e subterrânea (PS). 
Analisando a concentração de mercúrio na raiz de cada planta em relação ao seu 
rizosedimento, verifica-se que o factor de absorção, em todas as plantas, apresentou 
valores muito baixos, demonstrando que a concentração de mercúrio das raízes foi muito 
inferior à encontrada nos sedimentos. Contudo, observa-se que as plantas que apresentaram 
maiores factores de absorção foram J. maritimus e P. australis (P< 0,05). H. portulacoides 
foi a espécie que apresentou o menor factor de absorção face às outras espécies (P< 0,05). 
Comparando as diferentes plantas no que diz respeito ao factor de acumulação, 
observa-se, uma vez mais, que em todas as plantas os factores de acumulação apresentaram 
valores muito baixos. No que concerne ao factor de acumulação PA/sed, existiram 
diferenças significativas entre as espécies (P< 0,05). A. patula apresentou o factor de 
acumulação mais elevado (P< 0,05) enquanto que as monocotiledóneas J. maritimus e P. 
australis apresentaram os valores mais baixos (P< 0,05). Analisando o factor de 
acumulação PS/sed, verificou-se que não existiram diferenças significativas (P> 0,05), com 
excepção de J. maritimus que apresentou o factor de acumulação mais elevado (P< 0,05). 
Após analisar os vários factores de translocação para todas as plantas, é possível 
afirmar que estas apresentaram comportamentos diferentes. Relativamente ao factor de 
translocação F/R observa-se que as dicotiledóneas A. patula e H. portulacoides 
apresentaram valores significativamente mais elevados do que as monocotiledóneas (P< 
0,05). Observando os factores de translocação C/R e Rz/R é possível afirmar que as 
dicotiledóneas apresentaram valores semelhantes (P> 0,05) e J. maritimus apresentou 
valores superiores a P. australis (P< 0,05). Por último, nos factores de translocação PA/R e 
PA/PS observam-se tendências semelhantes, havendo diferenças entre dicotiledóneas e 
monocotiledóneas. A. patula e H. portulacoides exibiram os factores de translocação mais 
elevados (P< 0,05), enquanto que J. maritimus e P. australis apresentaram os valores mais 
baixos (P< 0,05). 
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3.3.3 Acumulação de Hg nas fracções solúvel e insolúvel 
 
Na Figura II-4 encontra-se expressa em percentagem a partição do mercúrio 
relativamente ao mercúrio total presente em cada órgão das várias plantas.  
 
Figura II-4: Distribuição do mercúrio entre as fracções insolúvel e solúvel em relação ao mercúrio 
total acumulado (%) nos órgãos de A. patula, H. portulacoides, J. maritimus e P. australis colhidas 
no Esteiro de Estarreja. 
 
Relativamente à distribuição do Hg nas fracções solúvel e insolúvel verificou-se 
que em todas as plantas, a maioria do mercúrio (mais de 85%) encontra-se ligado à fracção 
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insolúvel. Contudo, a percentagem de Hg na fracção solúvel e insolúvel não se manteve 
constante entre os órgãos da mesma espécie nem entre as diferentes espécies. A. patula 
apresentou na folha e raiz percentagens maiores de Hg na fracção solúvel (P< 0,05) e H. 
portulacoides acumulou preferencialmente maiores percentagens de Hg solúvel no caule e 
na raiz (P< 0,05). J. maritimus e P. australis apresentaram percentagens de mercúrio 
semelhantes entre os seus próprios órgãos (P> 0,05). Comparando o mesmo órgão entre as 
diferentes espécies, A. patula foi a planta que exibiu a maior percentagem de Hg solúvel na 
folha (14,8%) (P< 0,05) e na raiz (12,9%) em comparação com as outras espécies. H. 
portulacoides apresentou maior percentagem de Hg solúvel no caule (P< 0,05). Em J. 
maritimus e P. australis obtiveram-se percentagens de mercúrio solúvel muito reduzidos, 
ou seja, sempre inferiores a 5%, sendo o rizoma o órgão que menos mercúrio acumulou na 
fracção solúvel (P< 0,05). 
 
3.3.4 Partição do Hg nas fracções intracelulares 
 
Com o objectivo de averiguar diferenças na compartimentação celular do mercúrio 
nas várias espécies vegetais, foram determinadas as razões entre as concentrações de 
mercúrio das fraçcões insolúvel e solúvel para todos os órgãos. Assim, na Tabela II-5 
encontram-se expressos os vários factores de partição para todas as plantas. 
Verifica-se que as dicotiledóneas apresentaram diferenças significativas entre os 
seus órgãos (P< 0,05), apresentando A. patula o factor de partição mais elevado na folha 
(P< 0,05) e H. portulacoides no caule (P< 0,05). Por outro lado, as monocotiledóneas 
apresentaram razões mais baixas, significando que a concentração de mercúrio presente 
nas fracções insolúveis foi superior quando comparada com as solúveis. É de destacar, 
nestas duas espécies, o rizoma que exibiu valores significativamente mais baixos quando 
comparado com os outros órgãos (P< 0,05). 
No caso das folhas, não existiram diferenças significativas entre as espécies, com 
excepção de A. patula que apresentou um factor de partição significativamente mais 
elevado (P< 0,05), apresentando assim uma maior percentagem de mercúrio na fracção 
solúvel relativamente à insolúvel. 
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Tabela II-5: Factor de partição de mercúrio em A.patula, H. portulacoides, J. maritimus e 
P.australis colhidas no Esteiro de Estarreja. Factor de partição: razão entre a concentração de Hg 
na fracção solúvel e insolúvel.* 
Factor partição 
Espécies Folha Caule Rizoma Raiz 
A.patula 0,174
a
    0,041
b,l
 0,148
c
 
 
 
H. portulacoides 0,046
d,k
   0,084
e,l
 
 
0,063
f
 
 
 
J. maritimus 0,032
g,k
 
   
0,006
h,m
   0,043
g,n
 
P. australis 0,041
i,k
 
   
0,004
j,m
   0,038
i,n
 
  
*os valores, na mesma linha e na mesma coluna, seguidos da mesma letra não apresentam diferenças 
significativas entre si (P> 0,05) 
 
Nos caules e rizomas não existiram diferenças significativas entre as espécies (P> 
0,05). Por último no que concerne à raiz, observa-se novamente uma diferença entre os 
dois grupos de plantas. As dicotiledóneas foram as plantas que apresentaram factores 
significativamente mais elevados (P<  0,05), enquanto que as monocotiledóneas, além de 
apresentarem percentagens de mercúrio mais elevadas na fracção insolúvel (factor de 
partição mais baixo), não apresentaram diferenças significativas entre si (P> 0,05). 
 
3.3.5 “Pools” de Hg na parte aérea 
 
Na Tabela II-6 encontram-se expressos os valores de acumulação de mercúrio para 
cada uma das plantas estudadas, tendo em consideração a biomassa aérea de cada uma 
delas. 
 
Tabela II-6: Acumulação de Hg (µg m-2) nas porções aéreas em áreas colonizadas por A. patula, 
H. portulacoides, J. maritimus e P. australis no Esteiro de Estarreja. Os valores são médias ± erro 
padrão de 3 réplicas. Letras iguais significam que não existem diferenças significativas entre si (P> 
0,05). 
 
 A. patula H. portulacoides J. maritimus P. australis 
     
Hg 
28,6 ± 1,89 
a
 368,8 ± 15,63 
b
 274,9 ± 61,78 
b
 338,1 ± 52,89 
b
 
(µg m
-2 
) 
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Apesar de se terem verificado diferenças significativas na concentração de Hg entre 
os seus órgãos, a quantidade de Hg acumulado por área não foi significativamente 
diferente entre as espécies (P> 0,05), com excepção de A. patula. Assim,  H. portulacoides, 
J. maritimus e P. australis acumularam concentrações de Hg superiores a 270 µg m-2 e A. 
patula apresentou valores significativamente inferiores  (28,6 µg m-2) (P< 0,05). 
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4. Discussão 
 
   
 4.1 Mercúrio nos sedimentos e a sua biodisponibilidade 
 
As concentrações de metais nos sedimentos de sapal não são uniformes, 
apresentando variações bastante grandes entre sapais bem como dentro do mesmo sapal 
(Silva, 2000). A disponibilidade do Hg para os organismos é determinada pela sua 
actividade na solução do sedimento que, por sua vez, é controlada pelas características das 
fracções líquidas e sólidas do sedimento. Como consequência, a disponibilidade do Hg 
pode variar consideravelmente, dependendo da natureza dos processos de adsorção-
dessorção que ocorrem nos sedimentos. Os factores ambientais com maior influência na 
biodisponibilidade do mercúrio são as espécies de Hg presentes, a concentração de iões 
cloreto, o pH, a capacidade de troca catiónica, o potencal redox e o conteúdo em matéria 
orgânica (Jing et al., 2007).  
 O pH de um sedimento afecta siginificativamente o desenvolvimento das plantas 
em termos de disponibilidade de nutrientes essenciais. No entanto, pode igualmente causar 
alterações na solubilidade e especiação dos metais, podendo resultar num fluxo de Hg dos 
sedimentos para as águas intersticiais e consequentemente num aumento da absorção pelas 
plantas (Harter, 1983; Reddy e Patrick, 1977; Weis e Weis, 2004). Os valores de pH dos 
rizosedimentos das quatro plantas apresentam-se próximo de 7, não havendo diferenças 
significativas entre elas (Tabela II-2). Estes valores corroboram outros estudos já 
efectuados que demonstram que o pH de sedimentos de sapal varia normalmente entre 6,5 
a 7,5, favorecendo a imobilização dos metais nos sedimentos (Gambrell, 1994). Tal facto 
sugere que as plantas estudadas não alteram os valores de pH dos seus rizosedimentos. 
  Nos sapais, o potencial redox é de especial importância devido à influência das 
marés (Greger, 1999). Este parâmetro mede a tendência de um sedimento para receber ou 
fornecer electrões e é controlado pelo tipo de substâncias redutoras e oxidantes que ele 
contém. Para valores negativos de potencial redox (Eh≤ -150 mV), a grande quantidade 
sulfuretos presentes tende a precipitar os metais. Por outro lado, para valores positivos (≥ 
200 mV), os sulfatos são a forma predominante e o ferro e o manganês podem ocorrer 
como hidróxidos insolúveis. Deste modo, a gama entre -150 e 200 mV é considerada como 
o intervalo onde é mais provável que os metais estejam mais disponíveis (Jackson, 1998). 
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Assim sendo, os valores de potencial redox determinados sugerem que o mercúrio 
existente nas rizosferas se encontra disponível para todas as espécies vegetais (Tabela II-
2). 
 A carga orgânica dos sedimentos é função da natureza dos afluentes dominantes, do 
tipo de vegetação e do grau de decomposição (Williams et al., 1994a). Assim e sabendo 
que o mercúrio de um modo geral se encontra fortemente ligado à matéria orgânica dos 
sedimentos, o mercúrio no rizosedimento colonizado por A. patula (7,9%) poderá estar 
mais disponível do que no sedimento colonizado por P. australis (20,0%) uma vez que 
apresenta um menor conteúdo em matéria orgânica. 
 Relativamente ao mercúrio nos rizosedimentos, observam-se diferentes 
concentrações de mercúrio nos rizosedimentos colonizados pelas plantas estudadas, 
variando entre 3,9 µg Hg g-1 no sedimento colonizado por A. patula e 100,3 µg Hg g-1 no 
sedimento colonizado por P. australis (Figura II-3). Estas diferenças podem dever-se, pelo 
menos em parte, ao facto de as plantas se localizarem em diferentes alturas na margem do 
canal do Esteiro de Estarreja, sendo que P. australis se encontra na zona inferior do 
margem, logo mais sujeita às diferenças de maré, enquanto que A. patula se encontra na 
zona superior da margem, estando menos sujeita à influencia das marés. J. maritimus e H. 
portulacoides localizam-se na zona intermédia, daí apresentarem concentrações 
intermédias de mercúrio (66,1 e 68,5 µg Hg g-1 peso seco, respectivamente). No entanto, 
estes resultados sugerem também que, possivelmente, cada planta responde de modo 
diferente à exposição ao metal, sendo capaz de alterar a sua concentração na rizosfera. Este 
facto é de particular importância, uma vez que realça o papel de cada espécie na retenção 
do mercúrio nos sedimentos circundantes. Tal pode dever-se a um aumento da adsorção do 
metal, a um aumento nos níveis de matéria orgânica ou a um aumento da retenção do metal 
nas “sediment traps” das suas rizosferas (Caçador et al., 1996; Doyle e Otte, 1997). Isto 
pode ser o caso das monocotiledóneas, em particular P. australis, que apresenta uma maior 
acumulação de mercúrio no seu rizosedimento. 
 Segundo um despacho conjunto do Diário da República – II Série Nº 141 de 
21/06/1995 sobre a classificação de sedimentos dragados de acordo com o grau de 
contaminação de metais, os sedimentos são classificados de 1 (menos contaminados) a 5 
(extremamente contaminados). De todos os sedimentos analisados, é possível constatar que 
apenas o rizosedimento de A. patula se encontra na classe 4, estando os restantes na classe 
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5 quanto à contaminação por mercúrio, indicando que estes sedimentos não deverão ser 
dragados. Logo poder-se-á inferir que, possivelmente, a solução mais atractiva para a 
descontaminação deste local passará por processos de fitorremediação.  
 
 4.2 Absorção, acumulação e translocação do mercúrio nas 
plantas 
 
 A concentração dos metais nos vários órgãos das plantas resulta de processos de 
absorção e translocação (Singh e McLaughlin, 1999). De acordo com Weis e Weis (2004) 
o grau de translocação do metal para a parte aérea está dependente da espécie em questão. 
Tal foi particularmente evidente neste trabalho, uma vez que o padrão de disribuição de Hg 
variou entre as diferentes espécies. Observando a concentração de mercúrio total nos 
órgãos das várias plantas, é possível afirmar que de um modo geral, se verificaram 
diferenças entre dicotiledóneas e monocotiledóneas. A. patula e H. portulacoides 
apresentaram, ao longo dos seus órgãos, níveis de mercúrio semelhantes, enquanto que J. 
maritimus e P. australis acumularam níveis de mercúrio mais elevados nos órgãos 
subterrâneos em comparação com os seus órgãos aéreos (Tabela II-3). Estes resultados 
corroboram outros trabalhos. Otte et al. (1991, 1993) e Fitzgerald et al. (2003) reportaram 
que as espécies dicotiledóneas tendem a acumular concentrações semelhantes de metais 
nas raízes e partes aéreas, enquanto que as monocotiledóneas apresentam concentrações de 
metais superiores nas raízes. 
 A variabilidade inter-específica dos processos de absorção, acumulação e 
translocação do Hg nos órgãos e tecidos das plantas, reflectem profundas variações nas 
respectivas estratégias de eliminação/acumulação do metal. Assim, neste trabalho 
procedeu-se ao cálculo de vários factores que permitem uma melhor compreensão das 
estratégias que as diferentes plantas possuem face aos níveis de mercúrio a que estão 
expostas (Tabela II-4). A razão entre a concentração de mercúrio na raiz e no 
rizosedimento mostra-nos a capacidade de absorção das plantas. Nenhuma das plantas 
estudadas exibiu concentrações de mercúrio nas raízes superiores às concentrações de 
mercúrio no seu rizosedimento. As espécies monocotiledóneas J. maritimus e P. australis 
acumularam mais Hg nos órgãos subterrâneos do que as dicotiledóneas A. patula e H. 
portulacoides, sendo estes resultados corroborados pelos factores de acumulação. Estas 
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diferenças de acumulação podem dever-se a diferenças na morfologia e fisiologia dos 
sistemas radiculares entre as espécies. De acordo com Patra et al. (2004), a afinidade dos 
sistemas de transporte nas raízes com o Hg pode variar consideravelmente entre espécies. 
O tamanho e a morfologia do sistema radicular é também uma fonte de variação entre 
espécies, oxidando a rizosfera a diferentes níveis e variando a disponibilidade dos metais 
(Ravit et al., 2003). No entanto, existem outros factores que podem explicar estas 
diferenças. Muitos factores influenciam a absorção de metais pelas plantas, incluindo 
diferenças na idade e fase do crescimento, variações sazonais, presença de placas de ferro 
na zona das raízes, nível de contaminação, propriedades do sedimento, inundação tidal e 
salinidade (Beeftink et al., 1982; Caçador et al., 2000; Otte et al., 1993; Rozema et al., 
1990; Sundby et al., 1998; Williams et al., 1994b). Há plantas que para evitar a entrada do 
metal nas raízes excretam compostos que, uma vez na rizosfera, diminuem ou aumentam a 
disponibilidade do metal para a planta (Meharg, 1994). Os próprios parâmetros físico-
químicos dos sedimentos podem influenciar a disponibilidade dos metais. Quanto à 
libertação de compostos orgânicos pelas raízes destas plantas, não foram efectuadas 
experiências a esse nível, contudo é uma possibilidade que não deve deixar de ser 
considerada. No entanto, foi já descrito que algumas plantas de sapal, nomeadamente J. 
maritimus, libertam estes compostos para a rizosfera (Mucha et al., 2008). Assim, as 
diferenças de acumulação de Hg nos rizosedimentos encontradas neste trabalho parecem 
dever-se principalmente às próprias espécies e não tanto aos parâmetros físico-químicos.  
 Uma vez que as concentrações de mercúrio na rizosfera de cada uma das plantas 
são diferentes, procedeu-se à determinação dos factores de acumulação do metal nas 
porções aérea e subterrânea face à concentração de mercúrio presente em cada 
rizosedimento (Tabela II-4). Os factores de acumulação foram muito reduzidos em todas as 
espécies significando que, independentemente da concentração de metal presente em cada 
rizosedimento, as plantas acumulam quantidades muito reduzidas de mercúrio. Este facto 
parece indicar que todas as espécies lidam de modo idêntico com a contaminação de 
mercúrio, evitando a sua absorção, podendo este comportamento ser a base da tolerância 
destas plantas face à elevada toxicidade deste metal. Contudo, comparando as várias 
plantas verificaram-se diferenças, principalmente entre as mono e as dicotiledóneas. O 
factor de acumulação PA/sed em A. patula e H. portulacoides foi mais elevado quando 
comparado com J. maritimus e P. australis. Na parte subterrânea verificou-se o 
______________________________II.Acumulação e distribuição de mercúrio em plantas de sapal 
 51
comportamento inverso, ou seja, este factor foi mais elevado nas monocotiledóneas. Estas 
diferenças de acumulação podem dever-se às diferentes estratégias que estes dois grupos 
possuem para lidar com o metal. Tal como Kiekens (1995), também neste trabalho as 
monocotiledóneas parecem acumular mais metal nos órgãos subterrâneos em detrimento 
dos órgãos fotossintéticos, onde o mercúrio pode exercer maiores danos metabólicos. 
Relativamente às dicotiledóneas, a maior acumulação poderá estar relacionada com um 
mecanismo eficiente nos órgãos aéreos que impeça o metal de exercer a sua toxicidade, 
como já referido anteriormente. 
Uma vez na raiz, o Hg pode ser retido neste órgão ou ser translocado para outros 
órgãos tais como rizomas, caules e folhas. Assim, vários factores de translocação foram 
determinados como medida da restrição do transporte do metal para a parte aérea com o 
objectivo de comparar o comportamento das diferentes espécies na sua resposta ao 
mercúrio (Tabela II-4). Uma vez mais, verificou-se uma clara diferença entres os dois 
grupos de plantas: mono e dicotiledóneas. Neste trabalho, além das raízes, também os 
rizomas exibiram concentrações elevadas de mercúrio nas duas espécies de 
moncotiledóneas estudadas, particularmente em J. maritimus (Tabela II-3). Outros 
trabalhos relataram já que Bolboschoenus maritimus (Almeida et al., 2006) e P. australis 
(Peverly et al., 1995) retêm mais metal nos órgãos subterrâneos (em particular no rizoma). 
Os factores de translocação apresentados pelas monocotiledóneas J. maritimus e P. 
australis indicam que o grau de translocação para os órgãos aéreos é bastante reduzido. 
Estes resultados estão de acordo com outros trabalhos, em que foi demonstrado que, de um 
modo geral, muitas plantas excluem o mercúrio, retendo-o principalmente na raiz (Patra e 
Sharma, 2000), actuando este órgão como uma barreira de modo a evitar a passagem do 
metal para as partes aéreas da planta. Por outro lado, os resultados demonstraram que as 
espécies dicotiledóneas, em particular H. portulacoides, apresentaram os valores de Hg 
mais elevados nas folhas quando comparada especialmente com as espécies 
monocotiledóneas (Tabela II-3). Analisando a razão entre a concentração de mercúrio nas 
folhas e na raiz e entre a PA e a PS das plantas, observa-se que nas dicotiledóneas, o factor 
de translocação foi muito mais elevado do que nas monocotiledóneas. Aparentemente, A. 
patula e H. portulacoides parecem possuir estratégias diferentes de acumulação de 
mercúrio quando comparadas com as monocotiledóneas. De acordo com estes resultados, 
duas justificações principais podem ser consideradas. As espécies pertencentes à família 
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Chenopodiaceae apresentam adaptações fisiológicas à salinidade, denominadas de tricomas 
localizadas nas folhas que lhes permitem tolerar o excesso de sal. No entanto, foi já 
demonstrado que além de acumularem sal, estas estruturas podem também acumular 
metais (Hagemeyer e Waisel, 1988; MacFarlane e Burchett, 2000; Neumann et al., 1995). 
Uma vez que A. patula e H. portulacoides pertencem a esta família e ambas possuem estas 
adaptações, os valores de mercúrio encontrados poderão ser resultado de processos de 
translocação do mercúrio da raiz para a parte aérea, ficando acumulado nestas estruturas. 
Outra hipótese para esta elevada concentração de mercúrio centra-se na capacidade que 
algumas plantas possuem em absorver mercúrio da atmosfera através dos estomas 
(Marschner, 1995; Martin e Juniper, 1970). A absorção de Hg pelas plantas não pode 
somente ser relacionada com as concentrações de metal no sedimento, uma vez que em 
ambientes muito contaminados pode ocorrer uma troca de Hg entre a atmosfera e a 
vegetação (Lodenius et al., 2003). A capacidade que as plantas possuem em absorver Hg 
atmosférico a partir das folhas está bem documentada (Goren e Siegel, 1976; Hitchcock e 
Zimmermann, 1957; Waldron e Terry, 1975), podendo ser também esta a razão subjacente 
ao maior conteúdo de Hg nas folhas face aos órgãos subterrâneos, em algumas espécies 
(Wang et al., 1998).  
 A enorme complexidade de graus de tolerância face à toxicidade por metais 
pesados é indicativa da diversidade de estratégias de protecção por estas desenvolvidas. 
Assim, os resultados obtidos sugerem que a tolerância a mercúrio nas espécies J. 
maritimus e P. australis pode estar associada a um aumento na acumulação do metal na 
raiz e consequente restrição do metal para os órgãos aéreos, ao contrário de A. patula e H. 
portulacoides que acumulam uniformemente o mercúrio pelos seus órgãos. Estas 
diferenças na distribuição do mercúrio nas plantas podem reflectir diferentes estratégias 
usadas pelas mesmas para lidar com o stresse imposto por este metal. 
 
 4.3 Fraccionamento celular do mercúrio  
 
 A maioria dos trabalhos relativos à toxicidade do Hg nas plantas baseia-se na 
concentração total do metal em detrimento da acumulação nas fracções intracelulares 
(Boening, 2000), onde a toxicidade do Hg ocorre. Muitas plantas imobilizam os metais nas 
paredes celulares (Patra et al., 2004), evitando assim os efeitos nocivos que o metal livre 
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pode exercer na célula. Assim, neste trabalho, não foi somente analisada a distribuição do 
metal entre os diferentes órgãos mas também a sua partição entre as fracções solúvel e 
insolúvel. 
 É importante definir correctamente os termos “Hg na fracção insolúvel” e “Hg na 
fracção solúvel”. De acordo com Rauser (2000), no final da extracção sequencial realizada 
neste trabalho são obtidas duas fracções e em cada uma delas o Hg foi quantificado. 
Assim, o Hg quantificado na fracção insolúvel corresponde ao mercúrio fortemente ligado 
às paredes celulares e às membranas dos organelos celulares. O Hg quantificado na fracção 
solúvel corresponde ao metal que se encontra em solução ou ligado a péptidos, ácidos 
orgânicos ou outras moléculas orgânicas. Assim, é notório que nas quatro plantas 
estudadas, mais de 85% do mercúrio encontra-se ligado à fracção insolúvel (Figura II-4). 
Tal como noutros estudos (MacFarlane e Burchett, 2000; Vesk et al., 1999; Wang e 
Greger, 2004; Weis e Weis, 2004), os resultados obtidos neste trabalho demonstram que 
em todas as plantas a maioria do metal está ligado a estruturas celulares e membranas, 
funcionando como uma barreira de protecção, reduzindo a concentração de metal no 
citosol (Ramos et al., 2002; Zornoza et al., 2002). Esta acumulação preferencial de metal 
na fracção insolúvel parece representar um mecanismo de protecção ao mercúrio em 
plantas que habitam ambientes contaminados. Estes resultados são corroborados pela 
análise do factor de partição nas várias espécies que é dado pela razão entre a concentração 
de mercúrio nas fracções solúvel e insolúvel nos vários órgãos das plantas (Tabela II-5). 
Em todas as plantas verifica-se que este factor é sempre muito inferior a um, sugerindo um 
esforço por parte das plantas em manter o Hg na fracção insolúvel, restringindo o aumento 
do metal no citosol e consequentemente a sua toxicidade. No entanto, relativamente ao 
mercúrio solúvel, é possível constatar que existem diferenças importantes entre as 
diferentes espécies. As dicotiledóneas apresentam maior percentagem de Hg nesta fracção 
(corroborados pelo factor de partição) comparativamente às espécies monocotiledóneas, 
sugerindo diferentes estratégias de tolerância ao metal entre mono e dicotiledóneas. Assim 
sendo, e tomando em consideração que o Hg citosólico é mais tóxico, estes resultados 
indiciam que as dicotiledóneas poderão possuir outros mecanismos que lhes permitam 
tolerar o Hg no citosol comparativamente às espécies monocotiledóneas. Nos capítulos 
seguintes serão abordados alguns destes mecanismos e consequentemente relacionados 
com a capacidade de tolerância das plantas ao mercúrio. 
______________________________II.Acumulação e distribuição de mercúrio em plantas de sapal 
 54
 4.4 Potencial para fitorremediação de mercúrio e o seu 
significado ecológico 
 
 Com o intuito de verificar se alguma das espécies usadas neste estudo tem 
capacidade de extrair mercúrio dos sedimentos, foi determinada a biomassa aérea de cada 
uma das plantas por unidade de área (m2) e calculadas as quantidades de mercúrio que cada 
planta acumula (Tabela II-6). Assim, H. portulacoides, J. maritimus e P. australis 
apresentaram valores semelhantes de mercúrio por unidade de área, sendo A. patula a 
planta que menos mercúrio acumulou na sua parte aérea (28,6 µg Hg m-2). No entanto, e 
apesar de não ser conhecida a quantidade de mercúrio na parte subterrânea por unidade de 
área, a partir dos resultados obtidos neste trabalho, foi observado que J. maritimus e P. 
australis apresentam valores elevados de mercúrio nos seus órgãos subterrâneos. Exposto 
isto, a eventual utilização destas plantas para fitorremediação de mercúrio em zonas de 
sapal pode ser perspectivada sob duas formas distintas: fitoestabilização do metal nas 
raízes e respectivos rizosedimentos ou fitoextracção do metal por acumulação na parte 
aérea e consequente remoção (Mukherjee, 2001). Em termos de fitoextracção H. 
portulacoides, J. maritimus e P. australis parecem ser as planta mais apropriadas, enquanto 
que para propósitos de fitoestabilização, J, maritimus e P. australis parecem apresentar 
capacidades semelhantes. No entanto, para poder concluir com mais precisão sobre o 
potencial de fitorremediação destas espécies, seria necessário efectuar um estudo que 
tomasse em consideração as variações sazonais na biomassa das plantas e nas 
concentrações de mercúrio, pois dariam informação adicional sobre a capacidade de 
acumulação de mercúrio ao longo do ano das várias plantas e consequentemente sobre a 
sua capacidade de fitoextração e/ou fitoestabilização. 
 O padrão de distribuição do metal pelos órgãos das plantas pode originar 
importantes consequências ambientais. A estabilização do Hg ocorre nas espécies que o 
retém em maior quantidade nos seus órgãos subterrâneos e rizosedimentos, contribuindo 
assim para uma menor disponibilidade do metal para o ecossistema (Doyle e Otte, 1997; 
Weis e Weis, 2004). As monocotiledóneas ao apresentarem uma elevada biomassa 
subterrânea (Almeida et al., 2006), poderão permitir uma maior retenção de Hg nos órgãos 
subterrâneos bem como nos rizosedimentos (Figura II-2 e Tabela II-3), retendo assim o Hg 
numa área específica do sapal. É de salientar também que o facto de os órgãos subterrâneos 
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das monocotiledóneas reterem mais Hg na fracção insolúvel, torna o metal menos 
disponível para ser translocado para a parte aérea. Por outro lado, o metal acumulado nas 
porções aéreas pode ser libertado (Weis et al., 2002) ou acumulado nos detritos vegetais 
(Windham et al., 2003), regressando ao sistema e funcionando como uma potencial fonte 
de contaminação de metais (Weis e Weis, 2004). Tal é o caso de A. patula e H. 
portulacoides. No entanto, os pools de Hg na parte aérea trouxeram também nova 
informação sobre a mobilidade do Hg no ecossistema. Embora as dicotiledóneas 
apresentem uma maior taxa de translocação de Hg para os órgãos aéreos, são H. 
portulacoides, J. maritimus e P. australis que acumulam níveis mais elevados de Hg nos 
órgãos aéreos por undade de área. Assim, estas espécies além de apresentarem capacidades 
semelhantes de fitoextracção, poderão igualmente representar uma potencial fonte de Hg 
no sistema de sapal. 
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 Capítulo III  
 
 
 O stresse oxidativo como resposta ao stresse 
metálico 
 
1. Introdução 
 
O stresse oxidativo é um factor central em processos de stresse biótico e abiótico 
que ocorre quando há um desequilíbrio em qualquer compartimento celular entre a 
produção de espécies reactivas de oxigénio (ROS, do inglês “reactive oxygen species”) e 
as defesas antioxidantes, conduzindo a alterações fisiológicas (Foyer e Noctor, 2003). Os 
ROS são considerados como moléculas nocivas. Assim, é importante que as células 
controlem exaustivamente a concentração destas espécies (Schützendübel e Polle, 2002). 
 
1.1 Espécies reactivas de oxigénio e danos oxidativos 
 
Nas plantas, os ROS são produzidos continuamente como sub-produtos de várias 
vias metabólicas (fotossíntese e respiração) localizadas em diferentes compartimentos 
celulares, nomeadamente cloroplastos, mitocôndrias e peroxissomas (Asada et al., 1987; 
Foyer et al., 1990). A formação dos vários ROS ocorre principalmente através da redução 
do oxigénio molecular (O2) a água (H2O), em diferentes etapas (Hippeli et al., 1999). A 
primeira espécie produzida é o radical superóxido (O2
•-) que apresenta um tempo de vida 
reduzido. A segunda redução do O2 a H2O gera peróxido de hidrogénio (H2O2), uma 
molécula com um tempo de vida relativamente longo e que se pode difundir a partir do seu 
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local de produção (Levine et al., 1994; Willekens et al., 1997). Finalmente, a última 
espécie gerada por esta série de reduções é o radical hidroxilo (OH-), apresentando um 
potencial oxidante muito forte e um tempo de vida extremamente curto (Foyer et al., 
1994).  
Alguns metais, nomeadamente o mercúrio, podem promover a formação directa ou 
indirecta de ROS através de: (1) transferência directa de electrões, envolvendo catiões 
metálicos (2) interferência nas vias metabólicas em especial na cadeia tranportadora de 
electrões e fase I da fotossíntese, (3) inactivação e diminuição da expressão das enzimas 
antioxidantes, (4) deplecção de antioxidantes de baixo peso molecular (Cho e Park, 2000; 
Elstner, 1990; Halliwell e Gutteridge, 1984; Zhou et al., 2008). Por estas razões, a 
formação excessiva de ROS pode originar danos oxidativos em várias macromoléculas, 
nomeadamente ácidos gordos, ácidos nucleicos e proteínas (Cho e Park 2000; Gallego et 
al., 2002; Thompson et al., 1987), como demonstrado na Figura III-1. 
Os ROS actuam principalmente nos lípidos membranares, particularmente nos 
ácidos gordos polinsaturados. Os ácidos gordos peroxidados são instáveis e são 
decompostos através de reacções secundárias, originando nomeadamente aldeídos 
(malondialdeído – MDA) (Elstner, 1990). A oxidação das proteínas é definida como uma 
modificação covalente em proteínas induzida por ROS ou por subprodutos do stresse 
oxidativo, sendo esta modificação normalmente irreversível (Ghezzi e Bonetto, 2003). A 
oxidação de lípidos e proteínas é frequentemente usada como marcador de diagnóstico de 
stresse oxidativo. Existem alguns estudos na literatura referentes à indução de danos 
oxidativos mediada por mercúrio (Cargnelutti et al., 2006; Cho e Park, 2000; Ferrat et al., 
2002; Moreno-Jiménez et al., 2006; Rellán-Álvarez et al., 2006; Zhou et al., 2007; Zhou et 
al., 2008), podendo também originar um défice em K+ e uma alteração na actividade de 
enzimas antioxidantes (Ali et al., 2000; Cargnelutti et al., 2006; Cho e Park 2000; Israr e 
Sahi, 2006; Moreno et al., 2008; Ortega-Villasante et al., 2005; Zhang et al. 2007; Zhou et 
al., 2007). 
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1.2 O Sistema de defesa antioxidante 
 
Embora o nível basal de ROS possa ser usado pelas plantas com o intuito de 
monitorizar os seus níveis intracelulares de stresse, este nível tem que ser mantido sob um 
rigoroso controlo uma vez que a sobre-acumulação de ROS pode resultar, em última 
instância, na morte celular (Asada et al., 1987; Asada et al., 1999; Dat et al., 2000; 
Hammond-Kosack et al., 1996). De modo a minimizar o aumento de ROS induzido por 
metais e consequentemente minimizar a ocorrência de danos oxidativos, as plantas 
possuem vários sistemas de defesa antioxidante enzimática e não enzimática (Apel e Hirt 
2004; Foyer e Noctor, 2003). Estes sistemas de defesa antioxidante constituem a mais 
importante linha de defesa contra os efeitos nocivos dos ROS (Medici et al., 2004). 
 
1.2.1 Mecanismos não enzimáticos de desintoxicação de ROS  
 
Os antioxidantes não enzimáticos existentes nas plantas incluem o ascorbato (AS) e 
a glutationa (GSH), bem como o tocoferol, flavonoides, alcalóides e carotenóides (Apel e 
Hirt, 2004; Gratão et al., 2005). Estes compostos desempenham funções antioxidantes 
importantes, actuando quer isoladamente quer como substrato em reacções enzimáticas de 
desintoxicação (Chaudiere e Ferrari-Iliou, 1999; Foyer, 1993; Hausladen e Alscher, 1994; 
Hess, 1993; Winkler et al., 1994). A GSH é um dos mais eficientes metabolitos 
antioxidantes, desempenhando funções fisiológicas importantes, nomeadamente ao nível 
da regulação redox, da conjugação de metabolitos, da desintoxicação de xenobióticos, da 
homeostase celular e da sinalização celular, induzindo respostas adaptativas (Noctor et al., 
2002). Na presença de stresse oxidativo, a GSH reage quimicamente com os ROS, 
actuando directamente como agente antioxidante (Israr e Sahi, 2006). Sob condições 
extremas de stresse, a concentração intracelular de glutationa oxidada (GSSG) aumenta 
concomitantemente com o decréscimo de GSH (Strid, 1993). Uma taxa elevada de 
GSH/GSSG é fundamental à manutenção da glutationa como agente antioxidante (Foyer et 
al., 1997), uma vez que o seu decréscimo poderá comprometer o estado redox da célula. 
O ascorbato é igualmente um dos mais importantes metabolitos antioxidantes 
(Noctor e Foyer, 1998; Smirnoff, 2000). Em condições fisiológicas normais, o AS existe 
sob a forma reduzida maioritariamente nos cloroplastos. Além de actuar como co-substrato 
no ciclo da GSH-AS, o AS funciona igualmente como antioxidante, eliminando 
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directamente os ROS (O2
•- e OH-) e reduzindo o H2O2 através da enzima ascorbato 
peroxidase (Noctor e Foyer, 1998). 
Enquanto que a GSH é oxidada pelos ROS, originando GSSG, o AS é oxidado a 
monodihidroascorbato (MDA) e a dihidroascorbato (DHA). Através do ciclo do ascorbato-
glutationa, GSSG, MDA e DHA são reduzidos, originando novamente GSH e AS. Uma 
elevada taxa de GSH:GSSG e de ascorbato reduzido:oxidado é fundamental para a 
eliminação de ROS nas células. Os estados reduzidos destes antioxidantes são mantidos 
pela glutationa reductase (GR), monodihidroascorbato reuctase (MDAR), e 
dihidroascorbato reductase (DHAR), usando NADPH como poder redutor (Asada e 
Takahashi, 1987; Tsugane et al., 1999).  
 
1.2.2 Mecanismos enzimáticos de desintoxicação de ROS 
 
Figura III-1: Stresse Oxidativo e Sistema Enzimático de Defesa Antioxidante. As espécies reactivas de 
oxigénio (ROS) são formadas na presença de Hg. A eliminação do radical O2
•- e do H2O2 é efectuada pela 
acção de várias enzimas antioxidantes: superóxido dismutase (SOD); catalase (CAT); ascorbato peroxidase 
(APX) e glutationa peroxidase (GPX). O radical O2
•- é convertido em H2O2 por acção da SOD, que 
consequentemente é eliminado pela CAT, APX e GPX. A eliminação do H2O2 através da APX ocorre através 
da oxidação do ascorbato (AS) a monodihidroascorbato (MDA) por acção da enzima monodihidroascorbato 
redutase (MDAR) A GPX elimina o H2O2 usando glutationa (GSH) como agente redutor através da enzima 
glutationa redutase (GR). A ineficácia do sistema antioxidante promove um aumento de ROS, originando 
vários danos oxidativos, nomeadamente: peroxidação lipídica, danos no DNA e oxidação poteica. 
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 A eliminação de ROS nas células requer a acção de várias enzimas antioxidantes. 
Desta forma, os principais mecanismos enzimáticos de desintoxicação de ROS constituem 
uma importante linha de defesa antioxidante (Moller, 2001). Estas defesas são levadas a 
cabo por enzimas que interrompem as cascatas de oxidação em diferentes fases (Noctor e 
Foyer, 1998). Destas fazem parte integrante a superóxido dismutase (SOD) (dismutando o 
radical superóxido em H2O2), a glutationa peroxidase (GPX), a catalase (CAT) e a 
ascorbato peroxidase (APX) (transformando subsequentemente o H2O2 em H2O) (Gratão et 
al., 2005; Noctor e Foyer, 1998) (Figura III-1).  
 O radical O2
•- produzido nos diferentes compartimentos celulares é rapidamente 
convertido em H2O2 por acção da SOD (Bowler et al., 1992), actuando como primeira 
linha de defesa contra os ROS (Alscher et al., 2002). Contudo, o H2O2 produzido é também 
tóxico, devendo ser eliminado em reacções subsequentes. Em plantas, existem várias 
enzimas responsáveis pela eliminação do H2O2, sendo as mais importantes a CAT, a APX 
e a GPX (Noctor e Foyer, 1998). A CAT é uma enzima antioxidante que remove o excesso 
de H2O2, convertendo-o em O2 e H2O, protegendo as células contra danos oxidativos 
(Mika et al., 2004). A eliminação de H2O2 pela APX ocorre através da oxidação do AS a 
MDA, o qual pode ser regenerado pela MDA redutase (MDAR) usando NAD(P)H como 
agente redutor. O MDA, por sua vez, pode oxidar-se espontaneamente, dando origem a 
DHA, sendo a sua regeneração mediada pela enzima dihidroascorbato redutase (DHAR) 
através da oxidação de GSH a GSSG. Por último, a enzima glutationa redutase (GR) reduz 
a GSSG a GSH usando NAD(P)H como agente redutor. Tal como a APX, também a 
enzima GPX elimina o H2O2, usando, contudo, a GSH directamente como agente redutor. 
O ciclo da GPX é encerrado através da regeneração da GSH a partir da GSSG, por acção 
da GR (Apel e Hirt, 2004). 
O stresse oxidativo é uma consequência importante resultante da exposição a 
metais. Assim, a expressão genética, os níveis proteicos e a actividade das enzimas 
antioxidantes respondem à exposição a estes metais. Dependendo do metal, das 
concentrações utilizadas e da duração da exposição, os metais podem exercer efeitos 
opostos no sistema antioxidante, nomeadamente aumentos e/ou diminuições dos vários 
agentes antioxidantes (Gratão et al., 2005; Schützendübel e Polle, 2002). Vários autores 
revelaram que o Hg provoca aumentos em várias enzimas antioxidantes, nomeadamente ao 
nível da SOD, POD, APX e CAT (Cho e Park, 2000; Ferrat et al., 2002; Zhou et al., 2007). 
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Contudo, e considerando a mesma espécie vegetal, existem relatos de aumentos e 
subsequentes decréscimos na actividade de algumas enzimas antioxidantes (CAT, SOD, 
APX, GR) dependendo da intensidade e da duração da exposição ao Hg (Cargnelutti et al., 
2006; Israr et al., 2006).  
Na maioria das situações, os sintomas de stresse oxidativo surgem quando as 
exposição ao metal é muito prolongada, originando intensos danos oxidativos que resultam 
numa falha geral do metabolismo celular.  
 
1.3 Objectivos 
 
Locais contaminados por metais são, por si só, excelentes candidatos para analisar a 
maquinaria antioxidante responsável pelas adaptações fisiológicas das espécies vegetais 
que habitam estes ecossistemas. As plantas que colonizam ambientes contaminados por 
mercúrio podem desenvolver vários mecanismos antioxidantes para lidar com a toxicidade 
exercida por este metal. 
Existe uma extensa informação sobre a toxicidade provocada por metais em várias 
espécies vegetais. Contudo, os mecanismos associados ao stresse oxidativo induzido por 
Hg bem como a resposta das defesas antioxidantes em plantas estão ainda por 
compreender. A análise dos parâmetros associados ao stresse oxidativo também podem ser 
utilizados como ferramenta para aceder ao nível de stresse que as espécies estão a 
experienciar, permitindo perceber quais os efeitos que o Hg produz nas diferentes plantas. 
Considerando que a maioria dos trabalhos experimentais é realizada em laboratório, com 
exposições muito elevadas, de curta duração e em plantas jovens, torna-se fundamental 
uma melhor compreensão sobre a produção de stresse oxidativo associada a Hg e a 
subsequente resposta antioxidante em plantas adultas que colonizam ambientes sujeitos a 
uma exposição elevada e prolongada. Neste contexto, o objectivo deste capítulo foi 
averiguar se o mercúrio induz stresse oxidativo nas diferentes plantas e quais os 
mecanismos de resposta antioxidante ao stresse imposto.  
Procurou-se então: 
 
 Analisar os níveis de espécies reactivas de oxigénio através da quantificação do 
radical superóxido; 
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 Averiguar a presença de eventuais danos celulares oxidativos provocados pela 
presença do metal, nomeadamente ao nível dos lípidos e ao nível das proteínas; 
 
 Quantificar a actividade de várias enzimas antioxidantes; 
 
 Relacionar os diferentes níveis de stresse oxidativo que as plantas experienciam 
com os diferentes níveis de acumulação de mercúrio nos vários órgãos; 
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2. Material e Métodos 
 
2.1 Determinação de ROS 
 
2.1.1 Conteúdo em radical superóxido (O2
•-
) 
 
Preparação dos extractos celulares: as amostras congeladas a -80ºC dos órgãos 
vegetais das várias plantas usadas neste estudo foram homogeneizadas em azoto líquido 
num almofariz com tampão de homogeneização (50 mM fosfato de potássio pH 7,8; 0,1 
mM EDTA; 0,3% Triton X-100 (v/v) e 4% PVP (w/v)) numa razão de 1 g de material 
vegetal para 2 ml de tampão de homogeneização. O material extraído foi centrifugado a 
15000 g durante 20 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi recolhido e congelado a -80ºC para 
posterior análise. 
 
Determinação do conteúdo em O2
•-
: A quantificação do conteúdo em O2
•- foi 
determinada de acordo com o método de Ke et al. (2002) com algumas alterações; num 
volume de reacção de 700 µl, juntaram-se 200 µl de cloreto de hidroxilamónio a 1 mM e 
100 µl de extracto celular que foram incubados a 25ºC durante 1 hora. A cor foi 
desenvolvida pela adição de 200 µl de ácido sulfanílico a 17 mM e de 200 µl de α-
naftilamina a 7 mM. As amostras foram incubadas a 25ºC durante 20 minutos. A absorção 
específica foi determinada a 530 nm. O nitrito de sódio foi usado como solução padrão 
para calcular o conteúdo em O2
•-.  
 
2.2 Determinação de danos celulares 
 
2.2.1 Peroxidação Lípidica 
 
Preparação dos extractos celulares: as amostras congeladas a -80ºC foram 
homogeneizadas em azoto líquido num almofariz com TCA numa razão de 1 g de material 
vegetal para 3 ml de TCA a 0,5% (w/v). O material extraído foi centrifugado a 10000 g 
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durante 15 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi recolhido e congelado a -80ºC para posterior 
análise. 
  
Determinação do grau de peroxidação lipídica: O grau de peroxidação lipídica 
foi determinado de acordo com o método de Ohkawa et al. (1979). Num volume de 
reacção de 600 µl, 300 µl de amostra foram adicionados a 300 µl de TBA a 0,5% (w/v) em 
TCA a 20% (w/v) e incubados a 96ºC durante 25 minutos. Os tubos foram colocados no 
gelo durante 5 minutos e centrifugados a 8000 g durante 5 minutos à temperatura 
ambiente. A absorvância foi determinada a 532 nm e corrigida para a turbidez não 
específica, subtraindo a absorvância a 600 nm. A concentração de péroxidos lipídicos foi 
expressa em termos de MDA (malondialdeído) por µmol g-1 de peso fresco, usando o 
coeficiente de extinção molar de 155 mM-1 cm-1.  
 
2.2.2 Carbonilação Proteica 
 
Preparação dos extractos celulares: as amostras congeladas a -80ºC foram 
homogeneizadas em azoto líquido num almofariz com tampão de extração (10 mM Fosfato 
de sódio pH 7,4; 1 mM EDTA; 2 mM DTT; 0,2% Triton X-100 (v/v) e 1 mM PMSF) 
numa razão de 1 g de material vegetal para 4 ml de tampão de homogeneização. O material 
extraído foi centrifugado a 12000 g durante 20 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi 
recolhido e congelado a -80ºC para posterior análise. 
 
Determinação do grau de carbonilação proteica: O grau de proteínas 
carboniladas foi determinado de acordo com o protocolo de Levine et al. (1994). Num 
volume de reacção de 1 ml, 800 µl de amostra foram incubados com 200 µl de Triton X-
100 a 0,15% (v/v) e sulfato de estreptomicina a 5% (w/v) durante 20 minutos de modo a 
remover os ácidos nucleicos. Após centrifugação a 2000 g durante 10 minutos, os 
sobrenadantes (250 µl) foram misturados com 300 µl de DNPH a 10 mM em HCl a 2 M. 
Os brancos foram incubados com 300 µl HCl a 2 M. Após 1 hora de incubação no escuro à 
temperatura ambiente, as proteínas foram precipitadas com TCA a 10% (w/v) e os resíduos 
foram lavados três vezes com 500 µl de etanol:acetato de etilo (1:1). Os resíduos foram 
dissolvidos em hidrocloreto de guanidina a 6 M em 20 mM tampão fosfato de potássio (pH 
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2,3) e a absorvância medida a 370 nm. Os grupos carbonilo foram calculados usando o 
coeficiente de absorção molar de 22 000 M−1 cm −1 para as hidrazonas alifáticas.  
 
2.3 Determinação da actividade de enzimas antioxidantes 
 
2.3.1 Superóxido dismutase  
 
Preparação dos extractos enzimáticos: as amostras congeladas a -80ºC foram 
homogeneizadas em azoto líquido num almofariz com tampão de extração (100 mM Tris-
HCl pH 8,0; 0,1 mM EDTA; 1% PVP (w/v) e 0,5% Triton X-100 (v/v)) numa razão de 1g 
de material vegetal para 2 ml de tampão de homogeneização. O material extraído foi 
centrifugado a 10000 g durante 15 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi recolhido e 
congelado a -80ºC para posterior análise. 
 
Determinação da actividade da SOD: a actividade da SOD foi determinada pelo 
método químico do NBT (nitroazul de tetrazólio). O ensaio foi baseado na capacidade da 
SOD inibir a redução do NBT (Beauchamp e Fridovich, 1971). A mistura de reacção 
continha 25 µl de amostra, 525 µl de sal de tetrazólio a 57 µM e 50 µl de xantina oxidase a 
56,1 mU/ml. As amostras foram incubadas 20 minutos à temperatura ambiente com 
agitação de 300 rpm. A fotoredução do NBT foi medida a 560 nm e a actividade da SOD 
foi determinada usando padrões conhecidos de SOD (Sigma). Uma unidade de SOD foi 
definida como a quantidade de enzima necessária para catalizar a dismutação de 50% dos 
radicais de superóxido. A actividade da enzima foi expressa em U de SOD por mg de 
proteína. 
 
2.3.2 Catalase 
 
Preparação dos extractos enzimáticos: as amostras congeladas a -80ºC foram 
homogeneizadas em azoto líquido num almofariz com tampão de homogeneização (50 mM 
fosfato de potássio pH 7,0; 1 mM EDTA; 1% PVP (w/v); 1% Triton X-100 (v/v) e 1 mM 
DTT) numa razão de 1 g de material vegetal para 5 ml de tampão de homogeneização. O 
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material extraído foi centrifugado a 10000 g durante 15 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi 
recolhido e congelado a -80ºC para posterior análise. 
 
Determinação da actividade da catalase: a actividade da catalase foi determinada 
de acordo com Johansson e Borg (1988). O método é baseado na acção da enzima sobre o 
metanol na presença de uma concentração óptima de H2O2. Para tal, preparou-se uma 
mistura com 250 µl de tampão fosfato de potássio 100 mM pH 7,0; 75 µl de metanol e 50 
µl de amostra. A reacção foi iniciada com a adição de 50 µl de H2O2 a 35,28 mM e a 
mistura foi incubada à temperatura ambiente durante 20 minutos. Após esse período 
adicionou-se 75 µl de KOH a 10 M para terminar a reacção, e posteriormente 75 µl de 
purpald (34,2 mM). A mistura foi uma vez mais incubada nas condições anteriores durante 
10 minutos, após o qual foi acrescentado 25 µl de periodato de potássio a 65,2 mM. O 
preparado foi novamente incubado nas mesmas condições durante 5 minutos. A actividade 
da catalase foi determinada espectrofotometricamente a 540 nm usando 4-amino-3-
hidrazino-5-mercapto-1,2,4-triazole (Purpald) como cromogénio. A actividade da enzima 
foi expressa em µmol de formaldeído formado por mg de proteína. 
 
2.3.3 Glutationa peroxidase 
 
Preparação dos extractos enzimáticos: as amostras congeladas a -80ºC foram 
homogeneizadas em azoto líquido num almofariz com tampão de homogeneização (50 mM 
Tris-HCl pH 7,5; 5 mM EDTA e 1 mM DTT) numa razão de 1 g de material vegetal para 3 
ml de tampão de homogeneização. O material extraído foi centrifugado a 10000 g durante 
15 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi recolhido e congelado a -80ºC para posterior análise. 
 
Determinação da actividade da GPx: a actividade da GPx foi determinada através 
de um ensaio indirecto (Paglia e Valentine, 1987); na primeira reacção a GPx reduz o 
hidroperóxido de cumeno através da oxidação da GSH com formação de GSSG, na 
segunda reacção a GSSG é novamente reduzida a GSH pela GR com consumo de NADPH. 
À mistura de reacção contendo 60 µl de amostra, 309 µl de 50 mM de tampão Tris-HCl pH 
7,6; 5 mM de EDTA, 60 µl de hidroperóxido de cumeno a 2 mM, 120 µl de GSH a 5 mM e 
6 µl de GR a 25U/ml, adicionou-se 45 µl de NADPH a 2 mM para dar início à reacção. A 
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mistura foi cuidadosamente agitada durante alguns segundos e o decréscimo de 
absorvância a 340 nm foi acompanhado durante 3 minutos. A actividade da enzima foi 
determinada usando o coeficiente de extinção molar de 0,00622 µM-1 cm-1 para o NADPH 
e a actividade da enzima foi expressa em unidades por mg proteína. 
 
2.4 Quantificação da proteína 
 
 O conteúdo em proteínas solúveis foi determinado de acordo com o método de 
Bradford (1976) usando albumina do soro bovino (BSA) como padrão. O ensaio é baseado 
na formação do complexo albumina-corante, detectado espectrofotometricamente a 595 
nm. 
 
2.5 Tratamento estatístico 
 
Para o radical O2
•-, peroxidação lipídica e oxidação proteica realizarou-se uma 
ANOVA bifactorial e para a determinação das enzimas antioxidantes realizou-se uma 
ANOVA unifactorial para valores de significância de P< 0,05 utilizando o programa 
SigmaStat versão 3.5. 
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3. Resultados  
 
3.1 Espécies Reactivas de Oxigénio 
 
Neste capítulo foi determinado o conteúdo em espécies reactivas de oxgénio (ROS) 
nos órgãos das várias espécies vegetais, nomeadamente o radical superóxido (O2
•-). Os 
valores relativos a este parâmetro encontram-se expressos na Figura III-2. 
 
 
Figura III-2: Níveis do radical superóxido (O2
•-) (nmol NaNO3 g
-1 peso fresco) nos diferentes 
órgãos de A. patula, H. portulacoides, J. maritimus e P. australis colhidas no Esteiro de Estarreja. 
Os valores são médias ± erro padrão de 3 a 6 réplicas. Letras iguais significa que não existem 
diferenças significativas entre os vários órgãos (P> 0,05).  
 
 Observaram-se diferenças nas concentrações do radical O2
•- entre os órgãos das 
diferentes espécies estudadas. As dicotiledóneas A. patula e H. portulacoides apresentaram 
diferenças significativas (P< 0,05) nos valores de O2
•- entre os diferentes órgãos, sendo os 
valores mais elevados encontrados nas folhas. No entanto, nas monocotiledóneas J. 
maritimus e P. australis esta tendência não foi verificada. J. maritimus evidenciou valores 
significativamente superiores (P< 0,05) deste radical no rizoma, enquanto que P. australis 
apresentou níveis significativamente mais elevados de O2
•- na raiz (P< 0,05). 
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3.2 Danos Celulares 
 
Tendo sido verificada a formação de espécies reactivas de oxigénio (radical O2
•-) 
nas várias espécies vegetais, averiguou-se a presença de eventuais danos oxidativos 
celulares, nomeadamente em lípidos e proteínas, alvos preferenciais das espécies reactivas 
de oxigénio. 
 
Figura III-3: Peroxidação lipídica (nmol MDA g-1 peso fresco) nos diferentes órgãos de A. patula, 
H. portulacoides, J. maritimus e P. australis colhidas no Esteiro de Estarreja. Os valores são 
médias ± erro padrão de 3 a 6 réplicas. Letras iguais significa que não existem diferenças 
significativas entre os vários órgãos (P> 0,05).  
 
Observando a Figura III-3 verificou-se que todas as espécies estudadas 
apresentaram um padrão semelhante de peroxidação lipídica, ainda que os valores entre 
elas tenham sido diferentes. Em todas as plantas, o órgão vegetal com maiores níveis de 
lípidos oxidados foram as folhas, sendo A. patula a espécie que exibiu o valor mais 
elevado (8,65 nmol MDA g-1 peso fresco). Em cada uma das plantas, os níveis de 
peroxidação dos restantes órgãos são significativamente inferiores aos das folhas (P< 
0,05), não apresentando diferenças significativas entre si (P> 0,05). 
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Figura III-4: Carbonilação proteica (nmol grupos carbonilo mg-1 proteína) nos diferentes órgãos 
de A. patula, H. portulacoides, J. maritimus e P. australis colhidas no Esteiro de Estarreja. Os 
valores são médias ± erro padrão de 3 a 6 réplicas. Letras iguais significa que não existem 
diferenças significativas entre os vários órgãos (P> 0,05).  
 
Na Figura III-4 encontra-se expresso o conteúdo em proteínas carboniladas nos 
vários órgãos das diferentes espécies vegetais. A espécie que revelou menores níveis de 
proteínas oxidadas em todos os órgãos foi A. patula, não apresentando diferenças 
significativas (P> 0,05) entre si, enquanto que H. portulacoides apresentou uma maior 
oxidação proteica nas folhas e raízes (P< 0,05). As monocotiledóneas exibiram valores 
mais elevados de oxidação proteica nos órgãos subterrâneos, particularmente na raiz de P. 
australis (P< 0,05). De um modo geral, as raízes foram, em todas as espécies, o órgão com 
maior nível de proteínas oxidadas.  
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3.3 Enzimas antioxidantes 
 
A actividade das principais enzimas envolvidas na defesa contra o stresse oxidativo 
foi determinada em todos os órgãos das várias espécies vegetais.  
 
 
 
Figura III-5: Actividade da SOD (U mg-1 proteína) nos diferentes orgãos de A. patula, H. 
portulcoides, J. maritimus e P. australis colhidas no Esteiro de Estarreja. Os valores são médias ± 
erro padrão de 3 a 6 réplicas. Letras iguais significa que não existem diferenças significativas entre 
os órgãos da mesma espécie (P> 0,05).  
 
A quantificação da actividade da SOD nas várias plantas em estudo encontra-se 
expressa na Figura III-5. Todas as espécies vegetais, com excepção de J. maritimus, 
apresentaram um padrão idêntico em que a actividade da SOD foi mais elevada nos órgãos 
subterrâneos comparativamente aos órgãos aéreos. A. patula e H. portulacoides 
apresentaram diferenças significativas entre os seus órgãos (P< 0,05), diminuindo a 
actividade da SOD da seguinte forma: raiz > caule > folha. É de salientar, no entanto, que 
de todas as plantas referidas, J. maritimus foi a única que não apresentou diferenças 
significativas de actividade de SOD entre os seus órgãos (P> 0,05), enquanto que P. 
australis se destacou por exibir valores de actividade da enzima significativamente 
superiores na raiz em comparação com os outros órgãos ( P< 0,05).  
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Figura III-6: Actividade da CAT (nmol formaldeído mg-1 proteína) nos diferentes orgãos de A. 
patula, H. portulcoides, J. maritimus e P. australis colhidas no Esteiro de Estarreja. Os valores são 
médias ± erro padrão de 3 a 6 réplicas. Letras iguais significa que não existem diferenças 
significativas entre os órgãos da mesma espécie (P>0,05). 
 
No que diz respeito à actividade da catalase, tal como se pode observar na Figura 
III-6, as plantas apresentaram comportamentos diferentes entre si. A. patula e H. 
portulacoides apresentaram diferenças significativas na actividade desta enzima entre os 
seus órgãos (P< 0,05), sendo a folha o órgão com valores mais baixos em ambas as 
espécies. Em J. maritimus, os órgãos subterrâneos destacam-se, uma vez que exibiram 
valores de catalase significativamente inferiores quando comparados com as folhas (P< 
0,05). P. australis foi a espécie vegetal que exibiu níveis de actividade da catalase mais 
reduzidos, não apresentando diferenças significativas entre os seus órgãos (P> 0,05).  
 
Figura III-7: Actividade da GPx (U mg-1 proteína) nos diferentes orgãos de A. patula, H. 
portulcoides, J. maritimus e P. australis colhidas no Esteiro de Estarreja. Os valores são médias ± 
erro padrão de 3 a 6 réplicas. Letras iguais significa que não existem diferenças significativas entre 
os órgãos da mesma espécie (P>0,05). 
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Outra enzima antioxidante avaliada neste estudo foi a glutationa peroxidase (GPx). 
Analisando a Figura III-7 verifica-se que existem tendências diferentes entre os dois 
grupos de plantas: dicotiledóneas e monocotiledóneas. A. patula e H. portulacoides não 
exibiram diferenças significativas entre os seus órgãos (P> 0,05), enquanto que em J. 
maritimus e em P. australis a actividade da GPx foi significativamente mais elevada nos 
órgãos subterrâneos comparativamente à parte aérea (P< 0,05), embora J. maritimus tenha 
apresentado, em todos os órgãos, valores superiores aos de P. australis. 
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4. Discussão 
 
Vários autores sugerem que metais, como o é o caso do Hg, provocam alterações 
metabólicas que induzem o aparecimento de stresse oxidativo (Halliwell e Gutteridge 
1984; Elstner 1990; Patra e Sharma, 2000; Zhou et al., 2007). Alguns metais, 
nomeadamente o ferro e cobre, possuem a capacidade de induzir danos oxidativos devido 
ao seu poder de auto-oxidação associado às reacções de Fenton. Contudo, este tipo de 
acção não foi ainda descrito para o mercúrio em células vegetais (Schützendübel e Polle, 
2002), embora existam evidências que demonstram a indução de stresse oxidativo em 
plantas após exposição a Hg (Cho e Park, 2000). Neste sentido, a primeira linha de defesa 
contra a acção deste metal será a prevenção da formação de ROS. No entanto, quando estes 
mecanismos de protecção não são eficientes, os ROS devem ser imediatamente eliminados, 
de modo a prevenir eventuais danos macromoleculares (Moller, 2001). 
 
4.1 ROS e Danos oxidativos 
 
A primeira etapa na formação de ROS, após a redução do O2, dá origem ao radical 
superóxido (O2
•-) (Salin, 1987). No ambiente celular, o O2
•- torna-se extremamente nefasto, 
induzindo a peroxidação lipídica, o que enfraquece desse modo as membranas celulares 
(Levine et al., 1994; Willekens et al., 1997). Uma segunda redução gera H2O2 (Levine et 
al., 1994; Willekens et al., 1997) cuja toxicidade está sobretudo relacionada com a 
oxidação dos grupos SH de diversas proteínas, nomeadamente enzimas importantes para o 
metabolismo celular (Van Assche e Clijsters, 1990). 
Neste trabalho foi analisada a produção de O2
•-, como um indicador da presença de 
stresse oxidativo nos diferentes tecidos vegetais das espécies estudadas.  
De um modo geral, a relação entre os níveis de O2
•- e os níveis de Hg varia entre 
órgãos dentro da mesma planta, havendo uma diferença de comportamento entre 
dicotiledóneas e monocotiledóneas. As espécies dicotiledóneas A. patula e H. 
portulacoides, embora apresentem uma distribuição de Hg semelhante nos três órgãos 
(Tabela II-3), têm conteúdos em radical O2
•- superiores nos órgãos aéreos, em particular 
nas folhas (Figura III-2). Vários trabalhos concluíram que muitas espécies acumulam 
preferencialmente os metais pesados nos seus órgãos subterrâneos, de modo a protegerem 
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os órgãos aéreos que são mais sensíveis à toxicidade metálica (Patra et al., 2004; 
Poschenrieder e Barceló, 2003). Nas dicotiledóneas a acumulação de Hg nas folhas parece 
induzir níveis mais elevados de O2
•-, possivelmente devido ao facto de o Hg interferir na 
cadeia transportadora de electrões da maquinaria fotossintética. De acordo com vários 
autores, o Hg afecta o processo fotossintético, em particular a actividade da cadeia 
transportadora de electrões no fotossistema II, originando assim uma maior acumulação de 
ROS (Bernier et al., 1993; Bernier e Carpentier, 1995; Clijsters e Van Assche, 1985; Krupa 
e Baszynski, 1995; Patra et al., 2004 e Sersen et al., 1998). As raízes das dicotiledóneas, 
por sua vez, não foram tão afectadas apesar de apresentarem concentrações de Hg 
semelhantes às folhas. Possivelmente, este facto deve-se a nas raízes não ocorrer a 
formação de ROS com origem fotossintética. Contrariamente, as monocotiledóneas J. 
maritimus e P. australis acumularam valores mais baixos de Hg nas folhas (Tabela II-3), 
possivelmente justificando os valores igualmente mais baixos de radical O2
•- (Figura III-2). 
Contudo, os órgãos com maior acumulação de Hg, nomeadamente o rizoma de J. 
maritimus e a raiz de P. australis apresentaram uma maior formação de O2
•-. Assim, os 
resultados obtidos indiciam que a acumulação de Hg nas diferentes espécies está 
directamente relacionada com a produção do radical O2
•-. Vários trabalhos demonstraram 
já o aumento da formação de ROS induzido por mercúrio em várias plantas, 
nomeadamente em Medicago sativa, Sesbania drummondii, Lycopersicon esculentum e 
Cucumis sativus (Cargnelutti et al., 2006; Cho e Park, 2000; Israr e Sahi, 2006; Ortega-
Villasante et al., 2006; Patra e Sharma, 2000; Zhou et al., 2007, 2008). 
 Em condições metabólicas normais, a acumulação de ROS é controlada por vários 
tipos de defesas antioxidantes (Del Río et al., 2006). Contudo, em condições de stresse, 
como é o caso de metais, a produção de ROS pode ser incrementada, afectando várias 
funções a nível celular, nomeadamente ao nível de lípidos (Sandalio et al., 2001), proteínas 
(Romero-Puertas et al., 2002) e outras macromoléculas (Hall, 2000). Os níveis de 
peroxidação lipídica e de carbonilação proteica funcionam como indicadores dos danos 
celulares que a célula sofreu devido à presença de ROS e também como uma medida do 
nível de stresse em que as plantas se encontram (Halliwell e Gutteridge, 1999; Mueller, 
2004).  
Deste modo, foram determinados os níveis de oxidação proteica e lipídica nos 
diferentes órgãos das plantas estudadas. De um modo geral, verifica-se que, em todas as 
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plantas, o órgão vegetal com maiores níveis de lípidos oxidados são as folhas (Figura III-
3). Este resultado pode ir de encontro ao facto de a folha per se ser o órgão vegetal com os 
maiores níveis de lípidos. Analisando os resultados obtidos, verifica-se, uma vez mais, que 
as dicotiledóneas se distinguem das monocotiledóneas. Em A. patula e H. portulacoides a 
acumulação de O2
•- parece estar associada a uma maior acumulação de peroxidação 
lipídica, principalmente nas folhas (Figuras III-2 e III-3). Contudo, o mesmo não se 
verifica em termos de oxidação proteica (Figura III-4). Nas monocotilédoneas J. maritimus 
e P. australis a maior acumulação de O2
•- verifica-se nos órgãos subterrâneos e não está 
associada a níveis mais elevados de peroxidação lipídica, mas parece estar fortemente 
associada a uma maior oxidação proteica, particularmente na raiz de P. australis. Existem 
dados na literatura que apoiam os resultados obtidos neste trabalho, em que a formação de 
oxidação lipídica e proteica induzida por Hg está directamente relacionada com a produção 
excessiva de ROS em várias espécies vegetais (Ali et al., 2000; Cargnelutti et al., 2006; 
Chen et al., 2008; Cho e Park, 2000; Esteban et al., 2008; Moreno-Jimenez, et al., 2007; 
Ortega-Villasante et al., 2005; Rellán-Álvarez et al., 2006; Vázquez et al., 2001; Zhou et 
al., 2007, 2008). No entanto, estes danos oxidativos podem também dever-se à presença de 
outras espécies reactivas de oxigénio, nomeadamente H2O2 e o radical OH
-, capazes de 
oxidar várias biomoléculas. Halliwell e Gutteridge (1999) sugeriram que a peroxidação 
lipídica e a carbonilação proteica são iniciadas maioritariamente pelo radical OH-, entrando 
seguidamente as outras ROS em acção. Assim, os resultados obtidos indicam que a 
acumulação do radical O2
•- induzida por mercúrio parece induzir danos oxidativos. A 
acumulação preferencial destes dois tipos de danos parece diferir consoante o órgão onde 
se observa maiores níveis de O2
•-. As folhas das várias espécies sofrem maior peroxidação 
lipídica, provavelmente devido ao elevado conteúdo em lípidos que este órgão possui. As 
raízes, uma vez que contém menor quantidade de lípidos, sofreram mais danos oxidativos a 
nível proteico.    
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4.2 Enzimas antioxidantes 
 
Uma vez formados, os ROS devem ser imediatamente eliminados para minimizar 
os danos que possam provocar. Desta forma, os principais mecanismos de desintoxicação 
de ROS constituem a chamada “segunda linha de defesa” antioxidante (Moller, 2001). 
Estas defesas são levadas a cabo por enzimas que interrompem as cascatas de oxidação em 
diferentes fases (Noctor e Foyer, 1998). Destas fazem parte integrante a SOD, a GPX e a 
CAT. Neste contexto, foram analisados os níveis de actividade destas enzimas nas várias 
espécies estudadas, de forma a tentar compreender a sua relação com os níveis de ROS, 
danos oxidativos e de mercúrio. 
A nível celular, a SOD constitui a primeira linha de defesa contra o radical O2
•-, 
convertendo-o em O2 e H2O2 (Alscher et al., 2002), sendo descita como uma das mais 
importantes defesas antioxidantes. Através da sua acção, a SOD diminui o risco de 
formação do radical OH- que possui elevada reactividade, promovendo o aparecimento de 
vários danos oxidativos (Bowler et al., 1992). 
Tendo como base os resultados obtidos, constata-se que as espécies apresentaram 
comportamentos diferentes no que concerne à actividade da SOD. Nas dicotiledóneas os 
órgãos com menor actividade da SOD (Figura III-5) apresentaram níveis mais elevados de 
radical superóxido (Figura III-2). Em J. maritimus, também parece haver uma relação 
inversa entre a actividade da SOD e a acumulação de Hg (Tabela II-3), uma vez que a 
acumulação de O2
•- (Figura III-2) não é coincidente com os níveis de actividade da SOD 
(Figura III-5). Os resultados obtidos poderão assim justificar os níveis mais elevados de 
O2
•- nestas três espécies e consequentemente o aumento dos níveis de peroxidação lipídica 
observados. Assim, os resultados indicam que plantas que colonizam ambientes 
contaminados por mercúrio podem diminuir os níveis de SOD, podendo levar à 
acumulação de ROS e de danos oxidativos nos seus órgãos.  
P. australis, por sua vez, destacou-se das outras espécies por apresentar, 
principalmente na raiz, níveis mais elevados de O2
•- associados a níveis mais elevados de 
SOD induzidos por Hg, explicando os níveis mais elevados de oxidação proteica 
detectados nas raízes. Estes resultados indicam que a actividade da SOD em P. australis é 
mediada pelos ROS em condições de stresse por mercúrio. 
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Assim, e de acordo com os resultados obtidos, parece haver aumentos e 
diminuições da actividade da SOD nas várias espécies estudadas. Estes resultados poderão 
ser explicados com base na espécie e nos órgãos, bem como na acumulação de Hg, 
nomeadamente ao nível da absorção, compartimentação e respostas celulares.  
 Aumentos na actividade da SOD foram já descritos em várias espécies expostas a 
Hg, nomeadamente Kandelia candel e Bruguiera gumnorrhiza (Zhang et al., 2007), 
Lycopersicon esculentum (Cho e Park, 2000), Sesbania drummondii (Israr e Sahi, 2006) e 
Lupinus albus (Esteban et al., 2008). Existe igualmente informação na literatura referente à 
vulnerabilidade da SOD face ao excesso de metais incluindo Hg, podendo contribuir para a 
sua parcial ou total inactivação (Escobar et al., 1996; Garçon et al., 2006), o que é 
concordante com os resultados obtidos em A. patula e H. portulacoides mas discordantes 
dos resultados obtidos em P. australis.  
O produto da actividade da SOD é o H2O2 que apresenta elevada toxicidade, 
devendo portanto ser eliminado em reacções subsequentes. Em plantas, existem várias 
enzimas que regulam os níveis intracelulares de H2O2, sendo as mais importantes a 
catalase, a glutationa peroxidase e a ascorbato peroxidase (Noctor e Foyer, 1998; McKersie 
e Leshem, 1994). A catalase é uma enzima antioxidante fundamental na eliminação do 
stresse oxidativo. A sua função centra-se na remoção do H2O2, reduzindo-o a H2O, 
protegendo assim os tecidos vegetais contra eventuais danos oxidativos (Mika et al., 2004; 
McKersie e Leshem, 1994). Tal como a CAT, a GPx reduz igualmente o H2O2 a H2O, mas 
usa GSH directamente como agente redutor e encontra-se maioritariamente no citoplasma, 
enquanto que a CAT actua principalmente nos peroxissomas (Asada e Takahashi, 1987). 
Além disso, a GPx também actua sobre os hidroperóxidos resultantes da peroxidação de 
biomoléculas, reduzindo assim os níveis de peroxidação lipídica (Sabeh et al., 1993).  
Os resultados obtidos sugerem que nas folhas das dicotiledóneas e nos órgãos 
subterrâneos de J. maritimus a actividade da catalase (Figura III-6), tal como a actividade 
da SOD (Figura III-5), apresenta valores mais baixos em comparação com os restantes 
órgãos. Estes resultados parecem justificar os níveis mais elevados de peroxidação lipídica 
e oxidação proteica detectados nestes órgãos (Figuras III-3 e III-4). Resultados 
semelhantes foram obtidos por Cargnelutti et al. (2006) em que a actividade da catalase 
sofreu um acentuado decréscimo em Cucumis sativus após exposição a elevadas 
concentrações de mercúrio.  
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Em P. australis a actividade da catalase (Figura III-6) não parece estar associada à 
acumulação de Hg nos vários órgãos (Tabela II-3), podendo justificar os níveis mais 
elevados de oxidação proteica observados na raiz (Figura III-4).  
De um modo geral, a ineficiência da SOD e da CAT nas várias espécies indicam 
que os mecanismos de eliminação de ROS poderão ser menos eficazes, uma vez que a 
actividade da catalase coordenada com a actividade da SOD protagonizam uma importante 
função protectora nos processos de eliminação de O2
•- e H2O2 (Badawi et al., 2004; Liang 
et al., 2003; Mittova et al., 2002). Como consequência verificou-se um aumento de danos 
oxidativos.  
Relativamente à GPx, e de acordo com os resultados obtidos, observa-se que existe, 
uma vez mais, uma clara diferença entre dicotiledóneas e monocotiledóneas. Em A. patula 
e H. portulacoides, ao contrário da SOD e da CAT que apresentam valores mais baixos nas 
folhas, a actividade da GPx é semelhante entre os três órgãos (Figura III-7), sugerindo que 
a actividade desta enzima nestas espécies não parece desempenhar um papel preponderante 
na defesa contra danos oxidativos. Como consequência, observaram-se níveis mais 
elevados de peroxidação lipídica nas folhas (Figura III-3). Nas monocotiledóneas, os 
valores mais elevados de GPx nos órgãos subterrâneos parecem estar associados aos 
valores mais elevados de Hg, podendo ser a razão pela menor peroxidação lipídica 
observada nestes órgãos.  
 Resumindo, a actividade das enzimas antioxidantes neste trabalho revelou 
tendências diferentes de acordo com a espécie em questão. Foi já descrito que os metais 
causam alterações na actividade das enzimas antioxidantes, apesar de as respostas serem, 
por vezes, contraditórias. Algumas das respostas ao stresse imposto por metais têm sido 
atribuídas à actividade das enzimas antioxidantes (Sanita di Toppi e Gabbrielli,1999). 
Existem aumentos ou diminuições na actividade de várias enzimas dependendo do órgão, 
da espécie em causa, da concentração e do tempo de exposição ao metal tal como descrito 
por Schützendübel e Polle (2002). 
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4.3 Conclusões gerais 
 
Os resultados apresentados demonstram que o mercúrio, de um modo geral, parece 
estar associado ao aumento de ROS (radical O2
•-) e de danos oxidativos (peroxidação 
lipídica e oxidação proteica) nas espécies estudadas. No entanto, ao comparar as diferentes 
espécies vegetais, conclui-se que A. patula é a espécie que se encontra em maior stresse 
oxidativo induzido por mercúrio, em particular nos órgãos aéreos, devido aos níveis mais 
elevados de O2
•- e peroxidação lipídica encontrados. Contrariamente, as espécies com 
níveis menores de stresse oxidativo são J. maritimus e P. australis pois apresentam os 
níveis mais baixos de O2
•- nas folhas, valores inferiores de peroxidação lipídica nos órgãos 
subterrâneos e níveis inferiores de oxidação proteica nas folhas. Estas diferenças de danos 
oxidativos entre as espécies podem dever-se à accção das enzimas antioxidantes. As 
dicotiledóneas apresentam, particularmente nas folhas, níveis mais baixos de actividade da 
CAT, SOD e GPx, possivelmente devido à acção directa do mercúrio. Contariamente, as 
monocotiledóneas apresentam valores mais elevados de GPx nos órgãos subterrâneos e na 
raiz de P. australis observaram-se níveis mais elevados de actividade da SOD, induzidas 
provavelmente pela maior acumulação de Hg nestes órgãos. 
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 Capítulo IV 
 
   
Agentes de complexação metálica: 
fitoquelatinas  
 
1. Introdução 
 
De modo a sobreviverem em ambientes contaminados por metais, as plantas 
desenvolveram mecanismos de tolerância à sua toxicidade.  
A sequestração intracelular de metais é um mecanismo importante para minimizar 
os seus efeitos tóxicos nas células. Existem vários compostos quelantes de metais em 
plantas, nomeadamente ácidos orgânicos, metalotioninas e aminoácidos (Rauser, 1999), 
porém, um dos mecanismos de tolerância mais importantes em plantas é a síntese de 
metalotioninas de classe III, normalmente designadas por fitoquelatinas (PCs). 
 
1.1 Estrutura e biossíntese das fitoquelatinas 
 
As PCs são uma família de pequenos péptidos não proteicos, rica em grupos SH 
que complexa metais, sendo o mecanismo de desintoxicação mais descrito em plantas 
(Ortiz et al., 1995; Vögeli–Lange e Wagner, 1990), estando bem documentadas na 
literatura (Chen et al., 1997; Grill et al., 1986; Klapheck et al., 1994; Mehra et al., 1988; 
Meuwley et al., 1995). Estes péptidos são compostos apenas por três aminoácidos: 
glutamato (Glu), cisteína (Cis) e glicina (Gli), estando os aminoácidos Glu e Cis ligados 
por uma ligação γ-carboxilamida. Apresentam a estrutura geral (γ-Glu-Cis)n-Gli em que 
“n” pode variar entre 2 e 11, consoante o organismo e o nível de exposição ao metal 
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(Cobbett, 2000; Rauser, 1995; Zenk, 1996), sendo rapidamente induzidos em plantas após 
exposição a metais (Cobbett, 2000; Goldsbrough, 2000; Rauser, 1990; 1995; Zenk, 1996). 
As PCs existem em várias espécies vegetais, algumas algas, leveduras e nemátodes, bem 
como em fungos nomeadamente Candida glabrata e Mucor racemosus (Cobbett e 
Goldsbrough, 2002; Grill et al., 1986; Mehra et al., 1988; Miersch et al., 2001; Rauser 
1999; Zenk, 1996). Várias variantes estruturais de PCs foram já identificadas em algumas 
espécies vegetais, diferindo das PCs pelo seu aminoácido terminal, nomeadamente (γ-Glu-
Cis)n-βAla (homo-fitoquelatinas) (Grill et al., 1986), (γ-Glu-Cis)n-Ser (hidroximetil-
fitoquelatinas) (Klapheck et al., 1992) e (γ-Glu-Cis)n-Glu (Cobbett, 2000; Cobbett e 
Goldsbrough, 2002; Gaur e Rai, 2001; Meuwly et al., 1993; Rauser, 1995; 1999; Zenk, 
1996). 
Vários estudos fisiológicos, bioquímicos e genéticos demonstraram que a glutationa 
(GSH) (ou em alguns casos, variantes estruturais) constitui o substrato para a síntese de 
fitoquelatinas (Cobbett, 2000; Rauser, 1995, 1999; Xiang et al., 2001; Yan et al., 2000; 
Zenk, 1996). A percepção de que estas surgiam da extensão da molécula de GSH foi 
baseada na sua semelhança estrutural e no seu desaparecimento concomitante com a 
formação das fitoquelatinas. Outros estudos corroboraram esta hipótese, ao demonstrar a 
redução ou anulação da síntese de fitoquelatinas em plantas com deficiência ou 
inexistência da glutationa sintetase ou ainda sujeitas a uma inibição da síntese de GSH pela 
butationa sulfoximina (BSO) (De Knecht et al., 1994; Rauser, 1995; Xiang et al., 2001; 
Yan et al., 2000). Actualmente, a caracterização mais detalhada da biossíntese das PCs 
surgiu de estudos realizados em Schizosaccharomyces pombe e em Arabidopsis. Estudos 
genéticos confirmaram que mutantes de levedura e Arabidopsis deficientes em GSH são 
hipersensíveis a Cd e igualmente deficentes na síntese de PCs (Cobbett et al., 1998). 
A biossíntese enzimática das fitoquelatinas foi atribuída a uma enzima específica, a 
γ-Glu-Cis-dipeptidil transpeptidase (EC 2.3.2.15) (Vatamaniuk et al., 2004), ou, 
genericamente designada, fitoquelatina sintetase (PCS) (Grill et al., 1989). Esta enzima 
catalisa a transpeptidação do grupo γ-Glu-Cis da GSH para uma segunda molécula de 
GSH, formando uma molécula de fitoquelatina (PC2), produzindo um oligómero n+1 e, 
assim sucessivamente, formando moléculas com diferentes comprimentos de cadeia (De 
Knecht et al., 1995; Grill et al., 1987, 1989; Hayashi et al., 1988; Klapheck et al., 1995; 
Yoshimura et al., 1990). A sua síntese ocorre no citosol através da seguinte reacção: 
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γ-Glu-Cis-Gli + (γ-Glu-Cis)n-Gli  Gli + (γ-Glu-Cis)n + 1-Gli 
 
Diversos estudos comprovaram que a fitoquelatina sintetase é constitutiva em 
Schizosaccharomyces pombe (Hayashi et al., 1988; Yoshimura et al., 1990) e em diversas 
plantas (De Knecht et al., 1995; Grill et al., 1987; Klapheck et al., 1995). No entanto, foi 
referido que a sua actividade pode ser desencadeada por diversos iões metálicos (Cd, Cu, 
Ag, Hg, Zn, Sn, Au e Pb) (Hartley-Whitaker, 2001; Nieboer e Richardson, 1980). 
Subsequentemente, estes iões podem ser complexados pelas PCs induzidas via 
coordenação tiolada (Grill et al., 1985; Grill, 1989; Mehra et al., 1995, 1996; Mehra e 
Mulchandani, 1995; Salt et al., 1995; Strasdeit et al., 1991). Foi igualmente observado que 
a actividade in vivo e in vitro desta enzima só é despoletada na presença destes iões 
metálicos e a sua actividade apenas se mantém enquanto existe metal livre (Chen et al., 
1997; Grill et al., 1989). Estes factos sugerem a presença de um mecanismo de auto-
regulação da biossíntese de fitoquelatinas, em que o produto da reacção complexa o metal 
activo, terminando, simultaneamente, a reacção. Com base na concentração óptima de 
activação enzimática, a ordem de eficácia dos diferentes metais foi demonstrada ser a 
seguinte: Cd >Ag > Pb >Cu > Hg > Zn > Sn >Au (Zenk, 1996). 
 
1.2 A complexação de metais e sequestração no vacúolo 
 
Para reduzir a toxicidade dos metais, as fitoquelatinas ligam-se aos iões metálicos 
formando complexos compostos por múltiplos péptidos heterogéneos no seus 
comprimentos e por iões metálicos (Klapheck et al., 1994). Têm sido, sobretudo, estudados 
os complexos formados com iões de cádmio, uma vez que este metal é um poderoso 
indutor de fitoquelatinas. As características e composição destes complexos podem variar 
consideravelmente nos diferentes organismos, dependendo da concentração metálica 
utilizada, do tempo de exposição e do meio nutritivo (Rauser e Meuwly, 1995).  
A última etapa na desintoxicação de metais envolve a acumulação de complexos 
metal-PCs no vacúolo (Salt et al., 1998; Schatt et al., 2000). Segundo Zenk (1996), o 
vacúolo torna-se o compartimento ideal para o armazenamento de metais tóxicos, dado que 
PCS 
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estes ficam impossibilitados de inibir as reacções metabólicas mais importantes. Ortiz et al. 
(1995) revelaram que o gene htm1 codifica uma família de transportadores membranares 
tipo ABC que transportam as proteínas para o tonoplasto em leveduras. Em plantas, a 
sequestração de PCs para o vacúolo também foi observada (Vögeli-Lange e Wagner, 1990) 
através de um transportador de protões dependente de MgATP, similar a HTM1 (Salt e  
 
Figura IV-1: Modelo proposto para a complexação de metais pesados por fitoquelatinas.  
Na presença de iões metálicos, as fitoquelatinas (PCs) são sintetizadas pela enzima fitoquelatina 
sintetase (PCS) usando GSH como substrato. Consequentemente, as PCs formam, no citosol, um 
complexo de menor peso molecular (LMW) com os iões metálicos. Este complexo é então 
transportado para o vacúolo pelo transportador HTM1, onde são incorporados outros iões metálicos 
e cristais de S2
-
, formando um complexo de maior peso molecular (HMW), com maior estabilidade. 
 
Rauser, 1995). Uma vez dentro do vacúolo, outros iões metálicos juntamente com S
2-
 são 
adicionados ao complexo para produzir uma estrutura mais estável e de peso molecular 
superior (Dameron et al., 1989; Kneer e Zenk, 1997; Steffens, 1990; Zenk, 1996).  
Com base nestas descobertas, Ortiz et al. (1995) propuseram um modelo da sequestração 
de metais pelas PCs que tem sido amplamente aceite pela comunidade científica (Figura 
IV-1): quando os iões metálicos entram na célula, a PCS é activada, catalisando a síntese 
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de PCs no citosol. Estas sequestram os iões metálicos, formando um primeiro complexo de 
menor peso molecular (LMW). Este complexo é transportado para o vacúolo através de um 
transportador denominado HMT1 (Ortiz et al., 1995; Vatamaniuk et al., 2000) ou por 
transportadores homólogos (Salt e Rauser, 1995). Os iões metálicos (Speiser et al., 1992) e 
S
2- 
são adicionados posteriormente ao complexo LMW, dando origem ao complexo de 
maior peso molecular (HMW). Este último é mais estável no ambiente acídico do vacúolo 
e possui uma maior estabilidade que o complexo LMW (Ortiz et al., 1995; Zenk 1996). 
Uma vez no interior do vacúolo, os iões metálicos são imobilizados, reduzindo a 
toxicidade para o restante ambiente celular.  
 
1.3 A importância das fitoquelatinas na tolerância a metais 
 
As fitoquelatinas têm sido, em muitos estudos, associadas à tolerância aos metais, 
sendo o cádmio o metal mais estudado (Grill et al., 1987; Kneer e Zenk, 1992; Rauser, 
1995, 1999; Zenk, 1996). Estas evidências são corroboradas por vários estudos de inibição 
(Grill et al., 1987; Gussarson et al., 1996; Reese e Wagner, 1987), bioquímicos (Kneer e 
Zenk, 1992) e de análise de mutantes (Ha et al., 1999; Howden et al., 1995; Mutoh e 
Hayashi, 1988). Tem sido sugerido que a quantidade de fitoquelatinas induzida por cádmio 
parece estar, grosso modo, relacionada com as concentrações de metal e os tempos de 
exposição (Sanitá di Toppi e Gabrielli, 1999). Grill et al. (1987) e Vögelli-Lange e Wagner 
(1997) demonstraram uma correlação positiva entre a duração, o nível de exposição a 
cádmio e o número de unidades de γ-Glu-Cis repetidas. Outros autores também apontam o 
aumento da tolerância como resultado de uma superprodução de PCs (Bennetzen e Adams, 
1984; Steffens et al., 1986), ou de uma síntese mais rápida das cadeias mais longas de PCs 
(n=2, n=3 ou n=4) (Delhaize et al., 1989) com a subsequente formação de complexos mais 
estáveis que os formados pelas cadeias mais curtas (Hayashi e Nakagaua, 1988). Estes 
resultados sugerem que a formação de cadeias de PCs com maior número de repetições 
poderá ser mais importante para a tolerância do que a capacidade de síntese de 
fitoquelatinas em si.  
Além do cádmio, existem evidências que demonstram a importância das 
fitoquelatinas na tolerância a outros metais, nomeadamente na tolerância a mercúrio. 
Mutantes cad-1 de Arabidopsis deficientes na síntese de PCs revelaram-se extremamente 
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sensíveis a Hg (Howden e Cobbett, 1992). A inibição da síntese de PCs com um inibidor 
da PC sintetase, o BSO, aumentou a sensibilidade a Hg em Hydrilla verticillata e 
Vallisneria spiralis (Gupta et al., 1998). Mehra et al. (1996) demonstrou in vitro uma 
rápida transferência do Hg da glutationa para as fitoquelatinas e das fitoquelatinas de 
cadeia mais curta para as de cadeia mais longa. A intensidade da ligação de Hg à glutationa 
e fitoquelatinas cresce da seguinte forma: GSH<PC2<PC3<PC4. Em culturas de Rubia 
tinctorum, o Hg induziu igualmente PCs e os seus derivados desglicil (Maitani et al., 
1996). A importância das PCs na protecção contra os efeitos tóxicos de mercúrio e cádmio 
foi demonstrada por Maitani et al. (1996) que testou várias enzimas de plantas sensíveis a 
metais, com o intuito de analisar a importância dos complexos de fitoquelatinas na 
tolerância. Quando comparadas com o ião metálico sob a forma livre, as actividades 
enzimáticas foram de dez a cem vezes mais elevadas quando Hg e Cd estavam sob a forma 
complexada. 
Apesar de apontadas como o principal mecanismo de tolerância a metais, as 
fitoquelatinas poderão, em algumas situações, não ser o principal mecanismo, 
particularmente em exposições mais intensas ou mais prolongadas (Cobbett, 2000; Ernst et 
al., 1992; Goldsbrough, 2000; Meharg, 1994; Steffens, 1990; Zenk, 1996).  
Alguns trabalhos recentes têm sugerido que em certas espécies tais como Vicia 
faba, Pisum sativum, Phaseolus vulgaris e Silene vulgaris, as fitoquelatinas possuem 
apenas um papel transitório na tolerância e que, em níveis de stresse mais elevados, 
poderão não estar sempre associadas a uma maior tolerância, havendo outros mecanismos 
que poderão ser activados (Leopold et al., 1999; Piechalack et al., 2002; Sanitá di Toppi e 
Gabrielli, 1999). Esta controvérsia leva-nos a questionar a importância das PCs em plantas 
que estão cronicamente sujeitas a contaminações ambientais. Contudo, existe uma lacuna 
na literatura sobre a síntese e consequente importância das PCs no ambiente. Até à 
presente data, apenas alguns trabalhos demonstraram que algumas espécies de árvores 
(Rhamnus frangula, Acer platanoides, Betula populifolia, Betula papyrifera, Populus alba, 
Abies balsamea e Populus tremuloides) e as plantas Opuntia ficus e Ricinus communis que 
habitam locais contaminados por metais produzem PCs nos seus órgãos, sendo sugerida a 
sua utlilização como bioindicadores de contaminação ambiental, particularmente por 
chumbo, cobre, cádmio e níquel (Gawel et al., 2001; Gawel e Hemond, 2004; Figueroa et 
al., 2007; 2008). 
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1.4 Objectivos 
 
Embora exista um conjunto considerável de literatura que comprova a importância 
das PCs na tolerância a mercúrio, toda ela é efectuada em laboratório, utilizando 
exposições muito curtas e em plantas jovens. Assim, os resultados já publicados poderão 
induzir a conclusões erróneas e controversas acerca da síntese de fitoquelatinas e da sua 
importância real na tolerância a diferentes níveis de stresse ambiental por mercúrio. Poucos 
trabalhos, até à presente data, abordaram a temática do papel dos tióis na tolerância a 
metais em plantas que colonizam ambientes contaminados. A quantificação de PCs é 
igualmente importante para determinar a sua importância na acumulação de mercúrio. 
Neste contexto, o objectivo deste capítulo foi estudar o papel das fitoquelatinas na 
tolerância ao mercúrio em plantas de sapal. 
 
Procurou-se então: 
 
 Analisar os níveis dos agentes complexantes, glutationa e fitoquelatinas, nos vários 
órgãos das plantas de sapal estudadas e relacionar a sua presença com os níveis de 
mercúrio acumulados por cada espécie; 
 
 Averiguar o papel destes agentes quelantes nos processos de acumulação e 
translocação do metal dos tecidos subterrâneos para os tecidos aéreos nas várias 
plantas; 
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2. Material e Métodos 
 
2.1 Extracção e separação dos tióis por HPLC 
 
As amostras vegetais foram homogeneizadas a um pH ácido, para extrair os tióis e 
libertar os iões metálicos. Os grupos tiol foram reduzidos e derivatizados, previamente, à 
sua separação por HPLC, do seguinte modo: 
 
2.1.1 Homogeneização do material vegetal 
 
O material vegetal congelado a -80ºC foi transferido para um almofariz, 
previamente arrefecido, onde foi homogeneizado em HCl a 0,1 N, na proporção de 1 g de 
material vegetal para 3 ml de ácido e sob uma corrente de azoto líquido (Klapheck et al., 
1995). O extracto foi, então, centrifugado a 50000 g, durante 10 minutos a 4ºC e os 
sobrenadantes resultantes foram imediatamente utilizados ou congelados a -80ºC para 
posterior utilização (Klapheck et al., 1988, 1995). 
 
2.1.2 Redução e derivatização dos tióis 
 
O procedimento de redução de GSH e PCs foi adaptado de Klapheck et al. (1988, 
1995): 100 µl do sobrenadante foram neutralizados em tubos Eppendorf com NaOH a 0,1 
M, após adição de 200 µl de 0,1 M Tris-HCl pH 8,0, 1 mM EDTA e 25 µl de 2 mM DTE. 
Após incubação durante 1 hora à temperatura ambiente, foram adicionados, em condições 
de escuridão, 80 µl de 10 mM monobromobimano (mBBr), previamente diluído em 
acetonitrilo. A derivatização decorreu durante 40 minutos, no escuro, a uma temperatura de 
30ºC (Sneller et al., 2000). A reacção foi terminada com a adição de ácido acético a 5%, 
até perfazer um volume total de 1,5 ml. As amostras foram imediatamente analisadas ou 
armazenadas a 4ºC para posterior análise. 
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2.1.3 Separação e identificação dos tióis por HPLC 
 
Os derivados de bimano foram separados por cromatografia de fase reversa, em 
HPLC (Gilson, modelo 385 e 306), como descrito por Klapheck et al. (1995). Antes da 
injecção, a coluna foi equilibrada com eluente A (0,01% TFA (v/v), em água desionizada), 
previamente, desgaseificado. As amostras foram filtradas através de uma membrana com 
poro de 0,2 µm, desgaseificadas durante 10 minutos em banho de ultra-sons e cerca de 20 
µl foram injectados, manualmente, numa coluna RP C18 (250 x 4,6 mm i.d., 5µm, Gilson). 
A eluição foi efectuada a um fluxo de 1 ml min
-1
. Após cada corrida, a coluna foi 
equilibrada com eluente A durante 10 minutos antes de uma nova injecção. A fluorescência 
foi detectada num espectrofluorímetro (Jasco 821-FP Intelligent Spectrofluometer), com 
um comprimento de onda de excitação de 380 nm e detecção a 470 nm. Os picos de GSH, 
PC2, PC3 e PC4 foram identificados a partir de padrões GSH (Sigma) e de fitoquelatinas 
sintetizadas, (generosamente cedidas pelo Dr. M.H. Zenk, Departamento de Biologia, 
Universidade de München, Alemanha) com n variável entre 2 a 5. Os dados analíticos 
foram integrados através do software de integração Linetable. 
 
2.2 Tratamento estatístico 
 
Em todos os ensaios efectuados, o grau de significância estatística foi determinado 
com base no teste da ANOVA uni ou bifactorial para valores de significância de P< 0,05. 
O tratamento estatístico foi realizado pelo programa SigmaStat versão 3.5. 
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3. Resultados 
 
3.1 Síntese de fitoquelatinas  
 
A figura IV-2 apresenta as concentrações de fitoquelatinas (PCs) totais produzidas 
nos órgãos das várias espécies vegetais estudadas. A presença de PCs foi detectada em 
todos os órgãos de todas as espécies. No entanto, no que concerne à sua acumulação e 
distribuição entre os órgãos, foram observadas diferenças entre as espécies. Enquanto A. 
patula apresentou valores significativamente semelhantes de PCs totais nos três órgãos (P> 
0,05), J. maritimus acumulou significativamente menos PCs na raiz (P< 0,05). H. 
portulacoides e P. australis exibiram uma distribuição de PCs semelhante, apresentando 
níveis de PCs significativamente mais elevados nos órgãos aéreos em comparação com os 
seus órgãos subterrâneos (P< 0,05). A. patula e P. australis destacaram-se por serem as 
espécies que acumularam os níveis mais elevados de PCs nas raízes e nas folhas, 
respectivamente (P< 0,05). 
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Figura IV-2: Concentração de PCs (µmol g
-1
 peso fresco) presentes nos diferentes órgãos de de A. 
patula, H. portulacoides, J. maritimus e P. australis colhidas no Esteiro de Estarreja. Os valores 
são médias ± erro padrão de pelo menos 3 réplicas. Letras iguais significam que não existem 
dierenças significativas entre os órgãos (P> 0,05). 
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A Figura IV-3 apresenta a constituição de PCs totais, em termos de comprimento de 
cadeia, nos órgãos das várias espécies. 
Todas as plantas sintetizaram fitoquelatinas com cadeias compreendidas entre n=2 
e n=4. De um modo geral, nos órgãos das várias espécies vegetais os tamanhos das cadeias 
de fitoquelatinas decrescem na seguinte ordem: PC2>PC3>PC4, sendo a PC2 a produzida 
em maiores quantidades. J. maritimus destacou-se por apenas apresentar fitoquelatinas de 
cadeia mais curta (n=2 e n=3) nos órgãos subterrâneos.  
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Figura IV-3: Concentração de PC2, PC3 e PC4 (µmol g
-1
 peso fresco) presentes nos diferentes 
órgãos de de A. patula, H. portulacoides, J. maritimus e P. australis colhidas no Esteiro de 
Estarreja. Os valores são médias ± erro padrão de pelo menos 3 réplicas. 
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3.2 Relação entre os níveis de GSH e PCs 
 
Tabela IV-1: Razão entre os níveis de GSH e PCs totais presentes nos diferentes órgãos de de A. 
patula, H. portulacoides, J. maritimus e P. australis colhidas no Esteiro de Estarreja. Os valores 
são médias de pelo menos 3 réplicas. Letras iguais significam que não existem diferenças 
significativas entre si (P> 0,05). 
 
Razão GSH/PCs 
     
Espécies Folha Caule Rizoma Raiz 
     
A.patula  12,9
a
 4,2
b,i
    2,8
b,k
 
     
H. portulacoides  2,5
c,h
 3,9
c,i
    3,3
c,k
 
     
J. maritimus  2,6
d,h
   1,2
d,j
 12,9
e,l
 
     
P. australis  2,6
f,h
   4,6
f,j
  7,3
g,l
 
          
 
 
Encontra-se na Tabela IV-1 a relação existente entre GSH e PCs através da razão 
entre as concentrações destes tióis nos órgãos das várias espécies vegetais. Observando a 
tabela, verifica-se que a razão GSH/PCs variou entre espécies. Em todas as plantas e em 
todos os órgãos, as concentrações de GSH foram sempre superiores às das fitoquelatinas. 
Em A patula a razão GSH/PCs nas folhas foi significativamente maior quando comparada 
com os outros órgãos (P< 0,05). Em H. portulacoides não se verificaram diferenças 
significativas, ou seja, a proporção entre GSH e PCs manteve-se constante ao longo dos 
órgãos (P> 0,05). As espécies monocotiledóneas revelaram comportamentos semelhantes, 
apresentando razões significativamente superiores nas raizes (P> 0,05) em comparação 
com os outros órgãos. Comparando as diferentes espécies, verifica-se que as folhas de A. 
patula se destacaram das outras espécies por apresentarem a razão GSH/PCs mais elevada 
(P< 0,05) Nas raízes, foi possível observar diferenças entres os dois grupos de plantas: 
dicotiledóneas e monocotiledóneas. J. maritimus e P. australis exibiram razões GSH/PCs 
significativamente maiores quando comparadas com as duas dicotiledóneas (P< 0,05). 
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4. Discussão 
 
Uma vez que os metais imobilizados são menos tóxicos do que os metais na forma 
livre, as fitoquelatinas são consideradas o principal mecanismo de tolerância ao stresse 
imposto por metais na maioria das plantas vasculares (Grill et al., 1985; Zenk, 1996). 
Apesar dos vários trabalhos que foram efectuados nos últimos anos sobre o papel das 
fitoquelatinas na tolerância a metais, a investigação sobre a função destes péptidos em 
plantas que colonizam locais contaminados tem sido negligenciada. O mercúrio é um metal 
sem funções conhecidas nos organismos e que apresenta elevada fitotoxicidade quando 
presente nas plantas (Kabata-Pendias e Pendias, 1984). No entanto, informação relativa à 
acção que este metal exerce sobre a síntese de fitoquelatinas in vivo e in vitro é escassa 
(Cobbett, 2000; Mehra et al., 1995).  
Havendo actualmente muitos locais contaminados por mercúrio e sabendo que a 
síntese de fitoquelatinas é um do principais mecanismos de tolerância a metais em plantas, 
torna-se premente averiguar a existência destes péptidos em plantas que colonizam locais 
contaminados por este metal e compreender o seu contributo para a tolerância. 
 
4.1 A indução de fitoquelatinas em plantas sujeitas a 
contaminação ambiental por mercúrio 
 
A análise quantitativa dos níveis de tióis nas diferentes espécies vegetais revelou 
que todos os órgãos de todas as espécies estudadas apresentaram fitoquelatinas (Figura IV-
2). Estes resultados possuem um carácter inovador na medida em que, até à presente data, 
são escassos os trabalhos que mostraram a presença de PCs em plantas que colonizam 
ambientes contaminados por metais (Gawel et al., 2001; Gawel e Hamond, 2004; Figueroa 
et al., 2007; 2008), sendo a maioria dos estudos realizada em laboratório. No entanto, a sua 
distribuição quantitativa e qualitativa não foi similar entre os órgãos de cada espécie. Com 
excepção de A. patula, observou-se em todas as espécies uma maior acumulação de 
fitoquelatinas nas folhas. De um modo geral, a maioria dos trabalhos efectuados, 
demonstra que há uma maior síntese de fitoquelatinas nas raízes (Arnetoli et al., 2008; 
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Dharmendra et al., 2002, 2004; Zhang et al., 2005), uma vez que é o órgão onde ocorre a 
absorção e uma maior acumulação de metais pesados (Lozano-Rodriguez et al., 1997), 
sendo de imediato activada a produção de fitoquelatinas como principal mecanismo de 
tolerância. Estes resultados vêm reforçar a importância de analisar a ocorrência de 
fitoquelatinas em plantas no ambiente, uma vez que se detectaram diferenças relativamente 
aos estudos efectuados em laboratório. 
Analisando o comprimento das cadeias de fitoquelatinas nas várias espécies (Figura 
IV-3), verificou-se que, de um modo geral, todas as espécies produziram fitoquelatinas de 
vários tamanhos de cadeia, compreendidas entre n=2 e n=4. A PC2 é o péptido que existe 
em maior quantidade em todos os órgãos de todas as espécies vegetais. Estes resultados 
estão em concordância com vários trabalhos anteriores (Arnetoli et al., 2008; Dharmendra 
et al., 2002, 2004; Srivastava et al., 2006) que indicam que a PC2 está normalmente 
presente em maiores concentrações. A única excepção ocorre nas raízes de P australis, 
onde não ocorreram PCs de menor comprimento de cadeia (PC2), podendo a grande 
acumulação de Hg neste órgão ser a causa para este facto. De acordo com Grill et al. 
(1987) e Vögelli-Lange e Wagner (1997) a presença de PCs com cadeias mais longas está 
correlacionada com uma maior acumulação de metal e a uma maior complexação metálica, 
na medida em que fornece maior estabilidade ao complexo, permitindo a sua retenção no 
vacúolo. 
 
4.2 A relação entre a síntese de PCs e os padrões de 
acumulação de Hg nas diferentes espécies 
 
Para compreender se a síntese de fitoquelatinas ocorre em função da acumulação de 
mercúrio, torna-se necessário comparar os padrões de produção destes agentes quelantes 
com os padrões de acumulação de Hg nos órgãos das diferentes espécies vegetais 
estudadas. Vários trabalhos demonstraram que a acumulação de metal nos órgãos é 
geralmente proporcional à síntese de PCs nesse mesmo órgão (Delhaize et al., 1989; Grill 
et al., 1987; Hayashi e Nakagaua, 1988; Klapheck et al., 1995; Piechalack et al., 2002; 
Tukendorf e Rauser, 1990). 
 Nas dicotiledóneas, a acumulação de Hg foi semelhante entre os 3 órgãos (Tabela 
II-3), apesar dos órgãos aéreos terem apresentado níveis mais elevados de danos oxidativos 
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(Figuras III-2 e III-3). Em A. patula, a acumulação equitativa de Hg induziu, de facto, uma 
síntese semelhante de PCs entre os diferentes órgãos. No entanto, a presença de PCs não 
parece ser um mecanismo suficientemente eficaz na redução da toxicidade do Hg, uma vez 
que nas folhas desta espécie verificaram-se níveis mais elevados de ROS e também de 
peroxidação lipídica induzidos por Hg. H. portulacoides produziu níveis mais elevados de 
PCs nas folhas, embora a acumulação de Hg tenha sido igual em todos os órgãos (Tabela 
II-3), sugerindo que a resposta ao metal é maior neste órgão. Esta maior produção de PCs 
nas folhas poderá ser a razão pela qual H. portulacoides consegue acumular mais Hg do 
que A. patula, experienciando, contudo, níveis menores de stresse oxidativo (Capítulo III). 
Nas monocotiledóneas, a acumulação heterogénea de Hg nos seus órgãos deveria 
induzir uma resposta proporcional ao nível da síntese de PCs. Contudo, tal não se 
verificou. Contrariamente, os órgãos com maior acumulação de metal foram os que 
apresentaram menor produção de PCs, observando-se uma relação inversa entre a retenção 
metálica e a síntese de PCs. Assim, as raízes e rizomas foram os órgãos com menor 
produção de PCs e simultaneamente maior acumulação de Hg, tendo o contrário sido 
verificado nos órgãos aéreos. Estes resultados poderão justificar os níveis de stresse 
oxidativo mais elevados nos órgãos subterrâneos (Figuras III-2 e III-4), dado que havendo 
níveis baixos de PCs, o Hg livre estará mais disponível para exercer os efeitos tóxicos 
observados. Curiosamente, e ao comparar o mesmo órgão entre as diferentes espécies, 
observou-se novamente uma maior acumulação de PCs nos órgãos com menor 
concentração de Hg. Deste modo, as folhas de P. australis são as que acumulam menos 
metal e as que produzem maiores níveis de PCs, verificando-se o mesmo comportamento 
nas raízes, em que A. patula acumula menos Hg e simultaneamente sintetiza mais PCs. 
Estes resultados sugerem que, apesar das PCs serem apontadas como o principal 
mecanismo de tolerância de plantas a metais nas espécies estudadas, a síntese de PCs, 
particularmente nas monocotiledóneas, não parece ser o principal mecanismo responsável 
pela tolerância a Hg. Outros autores verificaram também que a produção de PCs não é 
directamente proporcional à exposição ao metal. Lima et al. (2006) demonstraram que em 
P. sativum o mecanismo de complexação por PCs só é eficiente para concentrações 
reduzidas de metal e que quanto maior a exposição/concentração de metal, menores os 
níveis de PCs e menor a sua importância relativa na tolerância. Tal pode dever-se ao seu 
elevado custo metabólico para a planta, uma vez que a síntese de PCs depende da 
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glutationa, que é um péptido de elevada importância para o metabolismo celular, 
originando uma deplecção nos seus níveis intracelulares (May et al., 1998; Mendoza-
Cózatl et al., 2005; Tausz et al., 2004).  
No entanto, os resultados deste trabalho parecem demonstrar que a concentração 
mais reduzida de PCs nos órgãos subterrâneos das monocotiledóneas não se deve a uma 
deplecção dos níveis de GSH, uma vez que estes valores se mantiveram sempre muito 
superiores quando comparados com as PCs (Tabela IV-1). Nos trabalhos realizados in 
vitro, devido à rápida deplecção dos níveis de GSH, os valores de PCs totais são sempre 
superiores aos valores de GSH (Delhaize e Adams,1989; Grill et al., 1985; Hayashi e 
Nakagawa, 1988; Lima et al., 2006; Rüegsegger et al., 1990; Tukendorf e Rauser, 1990). 
Contudo, os resultados deste trabalho apontam para um comportamento inverso. Este é um 
facto importante porque demonstra, uma vez mais, que em exposições crónicas e 
ambientais, o mecanismo de tolerância por PCs não se processa da mesma forma 
relativamente às exposições in vitro. Parece ser plausível afirmar que no meio ambiente, as 
diferentes espécies de plantas mantém um equilíbrio entre a produção de PCs e a 
concentração de GSH podendo traduzir-se na estratégia que as plantas adoptaram para 
manter um equilíbrio metabólico. Sendo assim, estes resultados remetem para um conceito 
diferente do papel da GSH e PCs em exposições crónicas no meio ambiente, quando 
comparada com as teorias sugeridas pelos resultados obtidos em laboratório. Este facto 
reforça a extrema importância de se efectuarem mais trabalhos em condições ambientais. 
Outros trabalhos recentes salientaram igualmente a importância da GSH em plantas 
hiperacumuladoras. Sun et al. (2007) realizaram um estudo na planta hiperacumuladora 
Sedum alfredii colhida numa zona de minas contaminadas. Após exposição a cádmio, 
níveis muito baixos de PCs foram detectados, tendo sido observado um concomitante 
aumento nos níveis de glutationa, demonstrando que as PCs não estão envolvidas na 
tolerância e acumulação de cádmio nesta espécie. O elevado custo metabólico inerente à 
sintese de PCs poderá justificar o facto de estes péptidos não serem o principal mecanismo 
de tolerância em plantas hiperacumuladoras (Ebbs et al., 2002; Küpper et al., 2004; Schat 
et al., 2002). 
Um outro facto importante, e que deve ser tido em consideração, é a razão entre as 
concentrações de GSH e as de PCs (Tabela IV-1), que são mais elevadas nos órgãos 
subterrâneos das espécies monocotiledóneas, sugerindo que estes órgãos possuem níveis de 
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GSH suficientes para produzirem uma maior quantidade de PCs, se tal fosse necessário. 
Estes resultados apontam para a presença de uma estratégia diferente de tolerância ao 
metal, que parece ser apenas activada em concentrações mais elevadas de Hg, uma vez que 
tanto em J. maritimus como em P. australis, os órgãos com menor acumulação de Hg 
(Tabela II-3) respondem ao metal com uma produção mais elevada de PCs. Deste modo, é 
possível sugerir que nos órgãos subterrâneos das espécies monocotiledóneas, poderão estar 
presentes outros mecanismos responsáveis pela grande acumulação de Hg observada. 
Outros autores observaram decréscimos na síntese de PCs em plantas sujeitas a exposições 
contínuas e elevadas de metais (Keltjens e Van Beusichem, 1998; Sneller et al., 1999), 
contudo não são ainda conhecidas as causas que originam este comportamento. Alguns 
autores sugeriram que as PCs desempenham apenas uma função transitória na tolerância a 
metais e que, em elevados níveis de stresse, outros mecanismos poderão ser activados 
(Leopold et al., 1999; Piechalack et al., 2002; Sanitá di Toppi e Gabrielli, 1999), parecendo 
também aplicar-se ao Hg.  
Estudos em plantas hiperacumuladoras de metais que com frequência colonizam 
solos metalíferos também demonstraram que a sua hipertolerância não está associada a um 
aumento na síntese de PCs (Ebbs et al., 2002; Küpper et al., 2004; Schat et al., 2002). De 
Knecht et al. (1995) mostraram que o decréscimo na acumulação de PCs na espécie 
hipertolerante a zinco, cádmio e cobre, Silene vulgaris, pode resultar de mecanismos de 
sequestração alternativos às fitoquelatinas, diminuindo os níveis de metal no citoplasma, 
necessários à activação da PC sintetase. No entanto, um trabalho recente de Válega et al. 
(2009) em espécimes adultos de H. portulacoides colhidos em locais com elevada 
contaminação por mercúrio, apresentou a separação dos complexos péptido-Hg. Este 
estudo revelou que, apesar de uma fracção do Hg estar associado a PCs, a sua maioria 
estava associado a um pico proteico desconhecido de maior peso molecular, que 
provavelmente será o agente quelante responsável pela tolerância ao Hg. Os autores 
sugerem também que estas moléculas poderão ser metalotioninas ou mesmo ácidos 
orgânicos. Assim, é possível que nos órgãos subterrâneos das monocotiledóneas, a 
presença de metalotioninas permita uma complexação imediata dos iões de Hg. Com a 
imediata quelação dos iões de Hg, a PC sintetase seria fracamente activada, o que 
justificaria a reduzida quantidade de PCs nestes órgãos. Se estes mecanismos forem apenas 
activados na presença de elevadas concentrações de metal, então nas folhas, que possuem 
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uma menor concentração de Hg, eles não estariam activos. Consequentemente, a presença 
de metal livre activaria a enzima PC sintetase, originando uma maior acumulação de PCs 
nestes órgãos. 
 
4.4 Conclusões gerais 
 
Os resultados obtidos neste capítulo fornecem evidências importantes relativamente 
ao papel das fitoquelatinas na acumulação e na tolerância a mercúrio em plantas de sapal 
provenientes de locais contaminados com este metal. Apesar da exposição ao Hg ter 
induzido a síntese de PCs nos vários órgãos das plantas, o seu papel na tolerância revelou-
se mais complexo comparativamente ao que tem vindo a ser observado nos estudos 
efectuados em laboratório.  
Em primeiro lugar, e contrariamente ao observado na maioria dos trabalhos 
efectuados em laboratório, observou-se que os níveis de glutationa são superiores aos 
níveis de fitoquelatinas. Esta evidência sugere uma estratégia das plantas no meio ambiente 
para manterem um equilíbrio metabólico e simultaneamente tolerarem mercúrio. Em 
segundo lugar, nas espécies monocotiledóneas, o órgão com maior acumulação de 
mercúrio é também aquele que apresenta menor conteúdo em fitoquelatinas, sugerindo 
que, no meio ambiente, com exposições crónicas e elevadas, em algumas espécies, a 
síntese de fitoquelatinas não parece ser o principal mecanismo de tolerância a este metal, 
podendo entrar em acção outros mecanismos de tolerância complementares. Contudo, nos 
tecidos com menor acumulação de Hg, como é o caso das folhas das monocotiledóneas e 
das espécies dicotiledóneas, as PCs parecem, ser de facto, a resposta principal à presença 
de Hg. No caso das folhas de H. portulacoides este mecanismo parece ser inclusivamente 
responsável pela maior tolerância apresentada por esta espécie, que comparativamente à 
outra dicotiledónea, A. patula, acumula níveis mais elevados de Hg nos seus órgãos, 
apresentando menos danos oxidativos. 
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Capítulo V 
 
 
Conclusões finais e Perspectivas 
para trabalho futuro 
 
 
 
Nos últimos anos, devido à elevada contaminação de vários ecossistemas, tem 
existido um interesse contínuo em descobrir plantas nativas hiperacumuladoras de metais. 
Contudo, poucos estudos avaliaram o potencial de fitorremediação destas plantas em 
condições ambientais. No caso de zonas estuarinas contaminadas por Hg, a identificação 
de espécies halófitas tolerantes a este metal, para fitorremediar estas zonas torna-se 
extremamente importante. 
Este trabalho demonstrou a importância do estudo de mecanismos de resposta em 
plantas de sapal após exposição ambiental a mercúrio e o impacto que podem ter na 
descontaminação de áreas de sapal contaminadas por este metal. Um maior conhecimento 
sobre a acumulação de Hg em espécies representativas de sapais e sobre o seu papel na 
mobilidade do metal no ecossistema, bem como sobre os mecanismos moleculares 
subjacentes à tolerância a mercúrio são importantes para promover a utilização destas 
espécies em estratégias de fitorremediação.  
Deste modo, este trabalho teve como principais objectivos (1) a avaliação da 
acumulação de Hg nos órgãos de quatro espécies diferentes de halófitas que colonizam um 
sapal contaminado por este metal e inferir sobre o seu potencial de fitorremediação; (2) a 
avaliação de vários mecanismos subjacentes à tolerância a este metal, tais como a 
imobilização do metal nas paredes celulares; a presença de efeitos tóxicos, nomeadamente 
danos oxidativos e a subsequente resposta antioxidante e a síntese de fitoquelatinas como 
mecanismo de sequestração intracelular do metal. 
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O presente trabalho demonstrou que todas as espécies absorveram quantidades 
reduzidas de Hg, quando comparadas com a concentração de metal nos respectivos 
sedimentos. Este facto parece indicar que todas as espécies lidam de modo semelhante com 
a elevada exposição a mercúrio, evitando a sua absorção, podendo este comportamento ser 
a base da tolerância destas plantas face à elevada toxicidade deste metal, ou devido à sua 
reduzida biodisponibilidade. 
A acumulação de mercúrio nas plantas revelou diferenças de comportamento entre 
os dois grupos de plantas: dicotiledóneas e monocotiledóneas. A. patula e H. portulacoides 
apresentaram níveis de mercúrio semelhantes nas folhas, caules e raízes, enquanto que J. 
maritimus e P. australis acumularam níveis de mercúrio bastante mais elevados nos órgãos 
subterrâneos em comparação com os seus órgãos aéreos. Estas diferenças de acumulação 
podem dever-se às diferentes estratégias que estes dois grupos possuem para lidar com o 
metal. 
As diferenças de acumulação de mercúrio observadas entre as espécies estudadas 
têm repercussões na mobilidade do metal no sapal e ditam o potencial de fitorremediação 
de cada uma das espécies. Assim, as monocotiledóneas parecem ter uma maior capacidade 
em estabilizar o Hg, retendo-o nas zonas subterrâneas (sedimentos e órgãos subterrâneos), 
reduzindo a dispersão do metal para o restante ecossistema. Por outro lado, H. 
portulacoides; J. maritimus e P. australis apresentaram uma maior acumulação de Hg nos 
órgãos aéreos por unidade de área, podendo originar um aumento da disponibilidade de Hg 
para a cadeia alimentar e consequentemente levar ao transporte do metal para fora do 
sistema. Considerando a perspectiva de fitorremediação, J. maritimus e P. australis 
parecem as melhores candidatas para fitoestabilizar o mercúrio, enquanto que em termos 
de fitoextracção todas as espécies, com excepção de A. patula, apresentam potencial 
semelhante.  
Embora se tenham verificado diferenças importantes entre as várias espécies 
estudadas, a estratégia geral que todas adoptaram para lidar com elevadas exposições 
ambientais de Hg foi a imobilização do metal na fracção insolúvel, ou seja, 
maioritariamente nas paredes celulares. Esta acumulação preferencial do metal parece 
representar um mecanismo de protecção contra o mercúrio em plantas que habitam 
ambientes contaminados, sugerindo um esforço em manter o Hg fora da célula, impedindo 
o aumento do metal no citosol e consequentemente a sua toxicidade. 
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Em relação aos mecanismos envolvidos na tolerância ao mercúrio, foi demonstrado 
que após exposição ambiental ao metal, todas as espécies apresentaram sintomas de stresse 
oxidativo. Os resultados obtidos demonstram que o mercúrio, de um modo geral, parece 
estar associado a elevados níveis de ROS e consequentemente de danos oxidativos nas 
espécies estudadas. No entanto, ao comparar as diferentes espécies vegetais, conclui-se que 
A. patula é a espécie que se encontra em maior stresse oxidativo induzido por mercúrio 
comparativamente às restantes espécies, particularmente J. maritimus e P. australis. Estas 
diferenças de danos oxidativos entre as espécies deveram-se, provavelmente, à acção das 
enzimas antioxidantes. As dicotiledóneas apresentam, particularmente nas folhas, níveis 
mais baixos de actividade de todas as enzimas antioxidantes, possivelmente devido à acção 
directa do mercúrio. Contariamente, as monocotiledóneas apresentam valores mais 
elevados de GPx nos órgãos subterrâneos, tendo-se verificado na raiz de P. australis níveis 
mais elevados de actividade da SOD, induzidas provavelmente pela maior acumulação de 
Hg neste órgão.  
A importância de agentes quelantes, nomeadamente fitoquelatinas, na acumulação 
de mercúrio nestas espécies foi igualmente demonstrada. Contudo, os resultados obtidos 
parecem indicar que este mecanismo se processa de um modo muito diferente do 
observado em outros trabalhos de laboratório. Em todas as espécies, os níveis de glutationa 
apresentaram-se sempre superiores aos níveis de fitoquelatinas. Esta evidência poderá 
traduzir-se na estratégia que as plantas no meio ambiente adoptaram para manter um 
equilíbrio metabólico e simultaneamente tolerarem mercúrio. Este trabalho demonstrou 
também que todas as espécies produziram fitoquelatinas face à exposição ambiental a 
mercúrio, havendo diferenças entre as espécies dicotiledóneas e monocotiledóneas. Nas 
dicotiledóneas e nos órgãos aéreos das monocotiledóneas a síntese de PCs foi, de facto, a 
principal resposta à presença de Hg. Contudo, nas espécies monocotiledóneas, o órgão com 
maior acumulação de mercúrio foi aquele que apresentou menor conteúdo em 
fitoquelatinas, sugerindo que, no meio ambiente, em exposições crónicas e elevadas, a 
síntese de fitoquelatinas não parece ser o principal mecanismo de tolerância a mercúrio, 
podendo entrar em acção outros mecanismos de tolerância complementares. 
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Os dados apresentados nesta tese contribuem certamente para uma melhor 
compreensão das estratégias adoptadas por plantas de sapal face à exposição a uma elevada 
contaminação ambiental por mercúrio. Considerando que a maioria das espécies vegetais 
usadas em processos de fitorremediação não conseguem sobreviver neste tipo de 
ambientes, o uso de espécies endémicas facilitará a descontaminação de sapais.  
No entanto, este trabalho não culmina apenas em respostas, havendo questões que 
permanecem inevitavelmente por responder. Assim, em trabalhos futuros será importante 
direccionar o trabalho no sentido de: 
 
Concluir acerca da eventual capacidade de absorção foliar de mercúrio nestas 
plantas; 
 
Dada a elevada quantidade de mercúrio presente na fracção insolúvel dos ógãos 
vegetais, perceber quais os constituintes da parede celular a que o metal se liga nestas 
espécies; 
 
Averiguar o papel de outros agentes quelantes na tolerância a mercúrio, 
nomeadamente metalotioninas e ácidos orgânicos; 
  
Este estudo poderá ser um ponto de partida para a realização de mais trabalhos 
nomeadamente em outros sapais, noutras espécies e com outros metais. Compreendendo 
quais os mecanismos inerentes à tolerância a metais pesados em plantas de sapal, será 
possível a manipulação dessas características de modo a optimizar a aplicação destas 
plantas em processos de fitorremediação.  
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